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1.- Cancer como enfermedad

El cancer es una enfermedad caracterizada por la
existencia de una proliferacion anormal de células con capacidad
para invadir 6rganos y tejidos y diseminarse a distancia, dando
origen a las metastasis. El proceso de metastasis es largo y
complejo ya que las células cancerosas primero deben invadir un
tejido cercano, y luego llegar al flujo sanguineo o a un vaso
linfatico para migrar a una nueva zona del cuerpo y establecer una
nueva colonia. Las fases en la produccion de una metastasis son
las siguientes: desprendimiento, invasion, penetracion vascular,
transporte intravascular, embolizacién con muerte celular y
embolizacién con crecimiento (colonizacion) (Fidler y cols, 1982;
Mareel y cols, 1990).

El cancer se considera una enfermedad genética,
resultado de las alteraciones que presentan las células cancerosas
en genes relacionados con el control del ciclo celular. Durante este
proceso de transformacion de las células normales a células
cancerosas, ocurren varias alteraciones genéticas dando lugar a
una pérdida del control de los mecanismos de replicacion y
reparacion del DNA, asi como de la segregacion del material
genético (Kastan y cols, 2004; Ford y cols, 2004). Aunque las
células normales tienen estrategias de defensa (reparacion del
DNA, genes supresores de tumores, sistema inmune,...) contra el
desarrollo del cancer, las células tumorales activan diferentes vias
de escape que permiten la progresion de la neoplasia. El estudio
del ciclo celular y su regulacion han permitido conocer como la
integridad de la replicacidon del genoma son mantenidas por las
funciones coordinadas de los puntos de control y de los sistemas
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de reparacion del DNA (Kastan y cols, 2004). El funcionamiento
adecuado de estos procesos puede ser alterado por mutaciones
genéticas.

Estudios recientes han permitido enfocar la investigacion
del cancer hacia la identificacién de algunos de sus factores
etiolégicos. En la identificacibn y control de componentes
ambientales radica la esperanza de la prevencion del cancer. La
prevencién primaria y la deteccion de lesiones precursoras son las
Unicas armas disponibles para contener el aumento de la
incidencia de los tumores malignos. Ademas los hallazgos de
mecanismos moleculares de regulacién, que participan en la
transformacion celular, pueden ser empleados como sistemas
potenciales para instrumentar nuevas terapias contra el desarrollo
del cancer.

El cancer es la segunda causa de muerte en los paises
desarrollados, en los que una de cada cuatro personas fallece
debido a esta enfermedad. En el afio 2002 se diagnosticaron en el
mundo aproximadamente 10.900.000 nuevos casos de cancer
(5.800.000 hombres y 5.100.000 mujeres) (Bingham y cols, 2003).
El mayor nimero de enfermos se diagnostico en Asia (4.900.000),
pero las mayores tasas de incidencia, en ambos sexos, se
presentaron en Norteamérica y Australia. Considerando ambos
sexos, el cancer mas frecuente es el de pulmon (1.352.000 casos)
seguido del de mama (1.151.000), los colorrectales (1.023.000),
estomago (933.000), préstata (679.000), higado (626.000), cérvix
(494.000) y eso6fago (462.000) (Bingham y cols, 2003). En este
afio murieron en el mundo aproximadamente 6.700.000 personas
por cancer (3.796.000 hombres y 2.928.000 mujeres). El mayor
namero de muertes se produjo en Asia (50%), pero las mayores

tasas de mortalidad se dan en Europa para el sexo masculino, y
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en Norteamérica, Sureste de Africa y Norte de Europa para el
femenino (Ferlay y cols, 2004).

Los canceres mas frecuentes en el sexo femenino son
(por este orden): mama, cérvix, colorrectales y pulmén (Tabla 1).
En el masculino los de pulmén, estbmago, préstata y colorrectales
(Tabla 2). Aparte de las diferencias asociadas al sexo en la
incidencia del céncer, existen también diferencias regionales
relevantes. Por ejemplo, la mortalidad por cancer en los hombres
en el afio 2000 fue ocho veces superior en Bélgica que en
Paraguay. Estas diferencias pueden darse incluso en un mismo
pais. Por ejemplo, entre 1996 y 2002, la mortalidad por cancer de
mama en el estado de Louisiana (EE.UU.) fue aproximadamente
20 veces superior que en Arizona. Estas cifras demuestran
claramente que los factores ambientales influyen en la incidencia
del cancer. De forma similar, los estudios realizados en grupos
gue se habian mudado de una zona geografica a otra muestran
gue las diferencias étnicas (genéticas) son responsables en un
menor grado de la variacién en la incidencia del cancer. En
cambio, la modificaciéon del entorno y los distintos modos de vida,
reflejados en la alimentacion, la bebida y el tabaquismo, parecen

ser un factor decisivo.
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Tabla 1 y 2: Tipos mas frecuentes de cancer. Distribucion en porcentajes de los
nuevos casos de cancer y de las muertes en todo el mundo, referidos al afio 2000.
Tabla 1, segun el tipo de cancer en mujeres. En la Tabla 2, segun el tipo de cancer
en varones. Fuente: Parkin, D.M. Lancet Oncol 2001; 2: 533-543.

Localizacién [ Nuevos | Muertes
casos

Mama 22 14
Cuello 10 9
Colony 9 9
recto
Pulmén 7 11
Estémago 7 9
Higado 4 6
Ovario 4 4
Eso6fago 3 4
Linfomano (3 3
Hodgkin
Péancreas 2 4
Leucemia 2 3
Cavidad oral |2 2
Vejiga 2 1
Qtros 21 20
6rganos

Tabla 1

Localizacién | Nuevos | Muertes
casos

Pulmén 17 23
Estémago 11 12
Prostata 10 6
Colony 9 7
recto
Higado 8 11
Eso6fago 5 6
Vejiga 5 3
Leucemia 3 3
Linfomano 3 3
Hodgkin
Cavidad oral 3 2
Péancreas 2 3
Rifion 2 2
Qtros 22 19
6rganos

Tabla 2




Introduccién

En Espafia cada afio se diagnostican 162.000 nuevos
casos de enfermedad tumoral. El cancer se ha convertido en la
primera causa de muerte global en Espafia desde 1999, al igual
que ha pasado en Estados Unidos, por delante de las
enfermedades cardiovasculares. En mujeres, aun se sitla en
segundo lugar después de las enfermedades cardiovasculares,
aunque en las mujeres del grupo de edad entre 20 y 39 afios,
también es la primera causa de muerte al igual que en los
hombres. En el afio 2003, la mortalidad por cancer producia
94.123 defunciones, 59.520 en hombres y 34.603 en mujeres
(Figura 1). Esta cifra representa el 24% de todas las defunciones,
lo que supone que una de cada cuatro personas fallece a
consecuencia de una enfermedad tumoral (Berrino y cols, 2003).
El carcinoma colorrectal, con 25.665 casos al afio, es el tumor méas
frecuente en nuestro pais y el que mas ha aumentado en los
ultimos afios, seguido del cancer de pulmén con 18.821 nuevos
casos anuales, y el cancer de mama con 15.979 (Figura 1).

En hombres los tumores responsables del mayor niimero
de muertes son, por orden decreciente de frecuencia: pulmon,
colorrectal, prostata, estbmago y vejiga; superando todos ellos las
5000 muertes/afio. En mujeres, el cancer de mama ocasiona la
mayor mortalidad, seguida del colorrectal, estbmago, pancreas y
pulmén. Sin embargo, el estudio refleja una importante
disminucion en la mortalidad por cancer de mama, que se ha
reducido en los dltimos 10 afios a un ritmo anual del 1.4%.

El mayor nimero de pacientes con céancer tienen entre 65
y 75 afios. Entre los 30 y los 45 afios hay mas mujeres que
hombres entre los enfermos, debido sin duda a la frecuencia de

cancer de mama en estas edades (Lopez-Abente y cols, 2005).
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Colormectal 25,665

(Pulrdn _ [EENCEES
(Mama  JEEEERE
vejiga _ JEENCEE

Po=stata 1z.212

[ tero  JNERRESES

Muertes por cancer
Cratos de 2003

Hombres 59,520

| =4. 50z

Figura 1: Incidencia y mortalidad por cancer en Espafia, en el afio 2003. Fuente

Eurocare (Berrino y cols, 2003).

Cuando se compara la incidencia de cancer con la de los
paises de la UE, en hombres Espafia presenta unas tasas
ajustadas superiores a las del promedio de la UE, ocupando el 5°
lugar. Sin embargo, en mujeres, Espafia muestra las tasas de
incidencia mas bajas junto con Grecia (Cami y cols, 2002). La
incidencia global en nuestro pais se puede considerar media-alta
para el sexo masculino (tasa ajustada de la poblacion mundial:
307 casos por cada 100.000 habitantes y afio, por detras de
Norteamérica, Australia y Europa del Oeste) y media baja para el

femenino (tasa ajustada mundial: 179). En Europa, el cancer de
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pulmon sigue siendo el méas frecuente, seguido del de préstata
(que representa el 15% de todos los diagnésticos masculinos).
Entre las mujeres, el de mama ocupa aun la primera posicion,
tanto en lo que se refiere a la incidencia (27.4%) como a la
mortalidad (130.000 victimas). Al considerar ambos sexos
conjuntamente, el cancer de pulmén se mantiene a la cabeza; no
s6lo es el mas diagnosticado (13.2%) sino también el mas
mortifero (20%), seguido de los tumores colorrectales (Figura 2).

La mortalidad de cancer en hombres en Espafia, se sitla
en la media europea, con un total de 243.18 casos por cada
100.000 habitantes, frente a los 250 casos/100.000 habitantes de
la UE. Los tumores de vejiga y los de laringe superan en Espafia
la tasa de la UE, situdndose los primeros en 13.24 casos en
Espafia frente a los 10.10 de la UE y los segundos en 8.15 casos
frente a 4.68 por cada 100.000 habitantes de la UE. En las
mujeres espafiolas, la tasa de mortalidad por cancer se encuentra
por debajo de la media europea, con un total de 112.8 casos por
cada 100.000 habitantes, frente a los 141.23 que presentan los
paises europeos. El cancer de cuello uterino es el Gnico tumor que
se encuentra igual que la media de la UE.

En cuanto al éxito de las terapias en nuestro pais, el Gltimo
estudio “Eurocare” (European Cancer Registry-based Study on
Survival and Care of Cancer Patients), muestra que Espafia ocupa
el cuarto puesto en Europa (por detras de Francia, Austria y
Suecia) en cuanto a la tasa de supervivencia de estas

enfermedades (Berrino y cols, 2003).
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Figura 2: Incidencia y mortalidad en Europa. Datos del articulo “Incidencia y

Mortalidad por Cancer en Europa, 2004", P. Boyle y J. Ferlay, publicado en Anuales

de Oncologia de la Sociedad Europea de Oncologia

2.-Ciclo celular

Una célula tumoral, lo primero que presenta es una

alteracion del ciclo celular. El ciclo celular es un proceso de gran

importancia para la célula ya que tiene como funcién la formacion

completa de una nueva célula evitando en lo posible la creacién de

células con multiples errores, lo cual le permite al organismo

permanecer en un constante equilibrio. El periodo G; llamado

-10-
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primera fase de crecimiento, se inicia con una célula hija que
proviene de la divisidon de la célula made. La célula aumenta de
tamafio y sintetiza nuevo material citoplasmatico. En el periodo S
o de sintesis, tiene lugar la duplicacion del DNA; en el periodo G, 0
segunda fase de crecimiento, se sigue sintetizando proteinas y
RNA vy el final de este queda marcado por la aparicién de cambios
en la estructura celular. La mitosis es el proceso de division celular
por el cual, se conserva la informacion genética contenida en sus
cromosomas, que pasa de esta manera a las sucesivas células a
la que la mitosis va a dar origen. El periodo que transcurre entre
dos mitosis, comprende los periodos G;, Sy G, y se denomina
interfase (Figura 3). Mientras que algunas células entran en
division tras completar cada interfase, otras pasan a un estado

modificado de G, llamada fase G, 0 quiescente (Massague, 2004).

profase
metafase

telofase

ofgo _I_'I.q‘

anafase

Figura 3: Fases del ciclo celular

-11 -
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El funcionamiento correcto de los procesos del ciclo
celular requiere de cambios en complejos enzimaticos, entre los
que se encuentran las ciclinas, las ciclinas dependientes de
kinasas (CDK) y los complejos que se forman entre ambas (CDK-
ciclinas). La sintesis de estos complejos no es constante porque
son inestables, de ahi que la expresién de ellos varie de acuerdo
al momento evolutivo de la fase a la que estan asignados (John y
cols, 2001; Murray, 2004). Las CDKs constituyen una familia de
proteinas con una gran homologia de secuencias, que fosforilan
residuos de serina y treonina, de proteinas sustrato-especificas,
tratdndose por tanto de serina/treonina quinasas. Sin embargo,
s6lo pueden ejercer esa actividad enzimatica cuando estan
asociadas con una ciclina, por ello se las llama quinasas
dependientes de ciclinas CDK (cyclin-depent kinases) (Zarzov y
cols, 2002). Los complejos CDK-ciclina dirigen a la célula de una
fase a otra del ciclo celular. Por lo tanto, la dindmica del ciclo
dependera de las formas activas o inactivas de los complejos
CDK-ciclina, entre otros muchos sucesos. Cuando existe algun
dafio genético, los mecanismos de control transcripcional de los
complejos CDK-ciclina inducen la interrupcién del ciclo celular
hasta que el dafio se corrige.

Las ciclinas del tipo D (D1, D2, D3 y D4) y la ciclina E
intervienen regulando el punto de control G;/S. Ambas se
sintetizan durante la fase G; y el balance entre sintesis y
degradacion hace que aparezcan en la célula al final de G; y
desaparezcan durante la fase S o al acabar esta (Zarzov y cols,
2002). En esta fase el complejo ciclina/CDK fosforila al
Retinoblastoma que estd normalmente asociado a factores de
transcripcion de manera que cuando se fosforila libera los factores

gue participan en la transcripcién de genes cuyos productos son

-12-
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necesarios en la sintesis de DNA (p.e: DHFR, DNA polic, timidina
quinasa) (Johny cols, 2001; Murray, 2004) (Figura 4y 5).

Figura 4: La entrada en ciclo celular es compleja y se inicia con la fosforilizacion de
la proteina retinoblastoma lo que permite liberar el factor de transcripcion E2F/DP1.
Este fendbmeno se encuentra catalizado por la accién de la ciclina D que a su vez
necesita acoplarse a la quinasa dependiente de ciclina CDK4/6. Este complejo
ciclina D/CDK4/6, se encuentra regulado por genes supresores del grupo p16 y p21.
Posteriormente entran en accion en el resto del ciclo celular la ciclina E, la ciclina A
y la ciclina B. Figura adaptada de BD Biosciences (www. bd. com).

CDK4 “COKE _ CDK2
CYCLIND - —  CYCLINE

FASE G1 FASE S

GENES DE LA FASE S:

Ciclina E, E2F-1, Cdc2,
ciclinaA, DHFR, TK

Asi en el avance de la fase G; a la de sintesis actlan las
ciclinas D asociada a las CDK 2, 4 y 6. En la segunda mitad de G;
aumenta la presencia de ciclina E con la CDK 2 (Figura 5). La

-13-
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expresion de ciclina E es dependiente de la familia de E2F (Sears
y cols, 2002; Stevaux y cols, 2002). E2F en la fase G; se
encuentra unido a Rb o a proteinas de la familia de Rb como p107
0 p130, cuando se produce la fosforilacion del Rb se libera el
factor de transcripcion E2F el cual es activo (Classon, 2001)
(Figura4yb5).

Las ciclinas Al, B1 y B2 forman parte de un grupo de
ciclinas mitéticas o de la fase G,/M que se asocian a CDK1
(Figura 5). Se sintetizan durante las fases previas a la mitosis (S o
G,) y se degradan rapida y especificamente durante la mitosis. La
ciclina A participa en el control de la replicacion del DNA y en la
entrada en mitosis (Shtivelman y cols, 2002). En la fase de sintesis
act(ia la ciclina A con CDK2 y en la fase G,, la ciclina B con CDK1
(Figura 5).

En la fase G; se han podido determinar dos puntos
importantes: Gy (en la mitad de la fase) donde el ciclo puede
detenerse, la célula bloquea su crecimiento, pero se mantiene
metabolicamente activa; y un punto de restriccion (en union de los
2/3 con 1/3 final de esta fase) en el que puede detenerse el ciclo
para corregir defectos celulares, lo que si no se consigue induce el
mecanismo de muerte celular. En la fase G, también existen
elementos de deteccion de inmadurez celular que inducen la
apoptosis cuando la célula no esta capacitada para entrar en
mitosis (Bulavin y cols, 2002).

Existen otras proteinas que inhiben directamente la
actividad de los complejos CDK-ciclina funcionando como
oncosupresores, de esta manera, durante el ciclo celular se
determina cuando la célula debe entrar en el proceso de
autodestruccion o cuando continuar el ciclo y dividirse. Se ejerce
asi un balance entre mitosis y apoptosis, regulando la poblacion
celular de cada tejido. A estas proteinas se las llama inhibidores
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de los complejos CDK-ciclina, o CKI y su efecto es por tanto,
bloquear el ciclo de division. Las proteinas p21, p27, p57 actdan
preferentemente sobre los complejos CDK-ciclina de G; y S, y en
menor medida, sobre los complejos CDK1-ciclina de G,. En
cambio los inhibidores pl6, pl5, pl8 y pl9, actdan
especificamente sobre los complejos de ciclinas de G; con CDK4
0 CDK®, pues compiten con las ciclinas D (Pavletich y cols, 1999)
(Figura 5).

P18 P15 P19 p3i P16

\( CYCLIN A

( CDK4 CDK4 CDKs
Y CYCLIN U1 CYCLIN u2 CYCLIN U3
- "
P o CDK2
e CDK1 : ] T~ CYCLINE
CYCLIN A

E
CDK1
CYCLINE &
S CDC254

coki v
CYGLIN A DK2
=y = CYCLIN A )
" \ ~ CDK?
CYCLIN H
CDC254

Figura 5: Fases del ciclo celular y moléculas implicadas en la regulacion. Figura
adaptada de BD Biosciences (www.bd.com)
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El retinoblastoma (Rb) es un gen supresor de tumores que

inhibe la proliferacion celular. La proteina Rb se caracteriza por
experimentar cambios de fosforilacion a lo largo del ciclo. En
células normales en reposo, o al principio de G; el Rb se
encuentra asociado normalmente a factores de trascripcion tales
como DHFR, ADN poli «, timidina quinasa, ademas del E2F,
inactivando a la familia de los factores de trascripcion E2F
necesarios para la proliferacion celular. EI complejo Rb-E2F
asegura que la fase S no se inicie, porque genes cuyos productos
son esenciales para la fase S y M dependen de la actividad del
E2F (Seville y cols, 2005) (Figura 6). Asi, esta unién hace que
disminuya la habilidad de este factor para estimular la trascripcion,
de manera que si ocurre algin dafio en el DNA, la proteina Rb
mantiene secuestrado el factor de trascripcion y por tanto detenido
el ciclo celular en fase G,, evitando que se replique un DNA
incorrecto. Durante la fase G;, estimulos mitogénicos incrementan
la cantidad de ciclina D que combinada con CDK4 y CDK®6
fosforilan e inactivan el Rb que liberara a E2F, el cual participa en
la transcripcion de varios genes requeridos para la fase Sy M
(Reny cols, 2002; Murray, 2004; Sherr y cols, 2004).
Muchas células tumorales carecen del gen de Rb, y al momento
de transfectarlas con éste, se observa que un exceso puede inhibir
la proliferacion celular ain en células normales (Polager, 2002;
Sherr y cols, 2004).

La proteina del Rb es sustrato de los complejos CDK-
cicina D (D1, 2, 3) y CDK2-ciclina E. La ciclina D1 tiene una
estrecha relacién con el Rb, de tal manera que la produccién
excesiva de D1 dispara la entrada temprana de la célula a la fase

S. Por lo tanto, en determinado momento D1 puede inactivar la
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funcién de control de la proteina Rb y permitir a la célula el paso a
la fase S. La proteina Rb es, por tanto, un camino hacia la
inhibicion del crecimiento celular y es el sitio por el cual las
sefales inhibitorias de crecimiento mantienen a la célula en G; o
Gy (Reny cols, 2002; Murray y cols, 2004) (Figura 6).

Gl

E2F

Inactivo E2F

\ pl6
p21

G2
Ciclina D/CDK4
Ciclina E/CDK2

y PPP

PP S
-

Inactivo E2F

&

Ciclina A/
CDK2

Activo E2F

Figura 6: En la fase G; la fosforilacién del retinoblastoma (Rb) por Ciclina D/CDK4
y por Ciclina E/CDK2, permite la disociacion del Rb y E2F. El E2F libre permite la
activacion de genes necesarios para entrar en la fase S. En la fase S, E2F es
inactivado al fosforilarse por Ciclina A/ICDK2, saliendo de esta manera de lafase S

Otro gen con caracter oncosupresor es p53. La proteina
p53 es un transregulador transcripcional conocido como “guardian

del genoma” con capacidad de inducir apoptosis y actuar como
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freno en el punto de control G4/S, cuando es activada por sefiales
de estrés tales como radiaciones gamma, UV, hipoxia, infecciones
por virus o dafios en el DNA. La proteina p53 funciona como un
regulador negativo del ciclo celular, por lo que alteraciones en el
gen que interfieren con su funcién conducen a la pérdida de esta
regulacion, lo que produce una rapida proliferaciéon celular. La
elevacion de los niveles de p53 induce a que las células se
detengan al final de la fase G; y se reparen los dafios en el DNA
antes de continuar con su replicacion en fase S (Lowe y cols,
1993; GOmez-Lazaro y cols, 2004).

En relacion a los dos puntos de control en la progresion
del ciclo celular, en el primero al final de la fase G; y la entrada a
la fase S del ciclo celular, p53 tiene una funciéon central, ya que
aumenta los niveles de los complejos CDK-ciclina que a su vez
modulan la expresion de genes que participan en la proliferacién
celular. Ademas, hay evidencias que demuestran que p53
interactia con los complejos CDK-ciclina. De esta manera, p53
puede reprimir la expresibn de genes que participan en los
procesos de replicacion y transcripcion del DNA, como es el caso
del antigeno nuclear de proliferacién celular (PCNA), B-myb, la
ADN polimerasa o, C-fos, C-jun, MDM2; o bien, activa genes
reguladores negativos de la proliferacion celular como Rb,
WAF1/CIP1/SD11, GADD45 y GADA produciendo interrupcion del
ciclo o muerte por apoptosis (Smardova y cols, 2005).

En numerosos carcinomas han sido reportadas
alteraciones de p53 en el DNA tumoral, entre los mas comunes
estan los carcinomas de higado, mama, colon y pulmon, asi como
el osteosarcoma. La introduccion de p53 en las células con
mutacion del gen, mediante procedimientos de terapia génica, es
una posibilidad que esta siendo analizada. Por el momento, los

estudios se limitan a tumores con crecimiento locorregional, sin
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que los estudios fase | y Il hayan mostrado una mayor relevancia
(Gébmez-Lazaro y cols, 2004).

2.1.- Control del ciclo celular y cancer

El cancer es la consecuencia de alteraciones en los
procesos de sefializacion que en definitiva generan el control del
crecimiento celular. En este aspecto es de suma importancia el
ciclo celular, proceso que permite finalmente a la célula dividirse y
donde intervienen decisivamente tanto sefiales de actividad
positiva, como son las quinasas dependientes de ciclinas (CDKSs),
y sus subunidades reguladoras, las ciclinas, como proteinas
inhibidoras de las anteriores. Desde el conocimiento del papel de
las ciclinas dependientes de kinasas (CDKs) en la regulacién del
ciclo celular estas han sido empleadas como dianas
farmacolégicas (Schwartz y cols, 2005; Shapiro, 2006). Existen
potentes inhibidores de CDK que serian UGtiles en tumores con
lesiones moleculares de la maquinaria del ciclo celular, como
melanomas con mutaciones CDK, linfomas con translocaciones
gue incrementan ciclina D1 y tumores con pérdida de funcién en
pl6 o p21 (Sawyer, 2003).

Existe una estrecha asociacién entre el proceso de
activacion celular y los puntos de control del ciclo celular. La
dinamica del ciclo celular esta regulada por estos puntos de
control que actdan en la transcripcién de genes CDK y de las
ciclinas, en las modificaciones postranscripcionales de estas
proteinas o en la degradacion de las mismas. Se conocen dos
estadios donde operan los puntos de control en el ciclo celular:
uno al final de la fase G; y la entrada a la fase S, y el otro, en la
transicion de la fase G, a la fase M. Los procesos de regulacion

por retroalimentacién positiva y negativa también contribuyen a la
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progresién del ciclo celular, es decir, la regulacion normal del ciclo
depende del balance entre los estimulos positivos que lo impulsan
y los negativos o frenos que detienen el ciclo. Los controles
negativos en dicha progresién estan presentes durante el
desarrollo, diferenciacion, senescencia y muerte celular, y pueden
tener una funcién importante en la prevencion de la tumorigénesis
(Carson, 2003; Lowe y cols, 2004). De manera general, en la
mayoria de los casos, la interrupcion de la proliferacion celular
ocurre cuando la integridad del genoma ha sido comprometida.
Alteraciones en el proceso de interrupcion del ciclo celular
permiten que células con genomas inestables evolucionen a
células cancerosas.

Las mutaciones, presentes en las células cancerosas, que
provocan la aparicion de las caracteristicas tumorales, afectan a
genes cuyos productos proteicos regulan la proliferacion celular, la
apoptosis o la senescencia celular (Tabla 3). A continuacién, se
definen dos tipos de genes cuya alteracion se relaciona con el

proceso canceroso: oncogenes y genes supresores de tumores.
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Categoria | Gen

| c-ras, c-myc, c-abl, c-Src,

c-fos, c-jun, c-ets

1l p53, Rb, APCI, MPCI,

Funcién

Factores de
transcripcion y

transduccion

Puntos de control

Alteracion

Aumento de su
funcion

Degradacion o

p16, p21, p27, Wi del ciclo celular. ?erd‘u'ja de la
uncion
Crecimiento y
proliferacion
1l A) bcl-2, bax Inhiben apoptosis Expresion
ganancia de la
funcién

B) p53, c-myc, factores

Degradacion o
pérdida de la
funcion

solubles como TNF y Inducen

FAS apoptosis

Tabla 3: Categorias de genes celulares involucrados en el ciclo celular y en el

desarrollo de cancer

2.1.1.- Mutacién de protooncogenes: oncogenes

Se denomina oncogén a la forma mutada de un gen
normal o protooncogén, el cual codifica una proteina normal,
generalmente relacionada con la proliferacion celular o la
apoptosis, que actlla s6lo cuando recibe sefiales reguladoras
especificas (Munnes y cols, 1998). Por el contrario, la forma
mutada u oncogén expresa una proteina anormal que se mantiene
activa independientemente de las sefiales reguladoras, por lo que
el resultado es una ganancia de funcion. Esto conduce, segun los
casos, a una proliferacion descontrolada o a una apoptosis
reprimida y, en definitiva, a la aparicion del cancer. Se han

identificado protooncogenes que codifican proteinas muy diversas:
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= Factores estimuladores del crecimiento celular
Ejemplo: el protooncogén sis codifica la cadena B del factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF). El oncogén c-sis se
encuentra asociado a la leucemia crénica mielocitica.
» Receptores de factores de crecimiento o de hormonas

(Baselga, 2001)
En la transformacién cancerosa, los receptores de los factores de
crecimiento de tipo epidérmico juegan un papel de gran relevancia:
ErB-1 o Herl (EGFR, propiamente dicho), ErbB-2 (Her2-neu), ErB-
3 (Her3) y ErbB-4(Her4). EI EGFR se encuentra sobreexpresado
en el cancer de pulmén de célula no pequefia (NSCL), cancer de
prostata, cancer gastrico, en mama, en colon, en pancreas y en
cancer de ovario. La sefializacién intracelular mediada por los
receptores del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) implica la
participacion en cascada de numerosos genes, bien via RAS y por
tanto las MAP quinasas, o a través de PI3-K y AKT. De esta
manera, se transmite la sefial al nlcleo donde se produce la
transcripcion de genes y la progresiéon en el ciclo celular. En las
células cancerosas los EGFR pueden estar mutados y por tanto
activados constitutivamente. Asi, la sefial es permanente y se
induce proliferacién, resistencia a quimioterapia y radioterapia,
fendmenos anti-apoptéticos, angiogénesis, fendbmenos de invasion
y metastasis. Las posibilidades terapéuticas orientadas a bloquear
la sefial via EGFR se puede realizar con anticuerpos
monoclonales, inhibidores de tirosina quinasas y oligonucledtidos
antisentido (Normando y cols, 2006).

= Proteinas citoplasméticas que intervienen en los sistemas de
transduccion de sefiales. Ejemplo: protooncogén ras. Los genes
ras (H,K,N) estdn mutados en nada menos que el 30% de los
tumores humanos y actGan como puntos clave en la transmision

de sefializacion intracelular como verdaderos interruptores. Asi se
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pasa de una forma inactiva (off) en el que tiene un GDP fijado a
otra activa (on) que tiene GTP. El proceso de activacion esta
regulado por los factores GEFs (GDP/GTP exchange factors) y el
de inactivacion por los GAP (GTPase activating protein) (Gibbs,
2000).

= Factores de transcripcion que controlan la expresion de
genes que codifican a su vez proteinas implicadas en la
sefializacion, el control del ciclo celular o la apoptosis (p.e: fos, fun
y myc) (Gibas, 2000).

= Proteinas responsables de la activacién directa del ciclo
celular o de la inhibicion de la apoptosis, expresando los
oncogenes respectivos proteinas en mayor cantidad o con funcion
aumentada. Ejemplos: el protooncogen bcl-1 que codifica la ciclina
D1. La translocacion de la ciclina D1 aparece en el 43% de
tumores de cabeza y cuello, 34% de eséfago y 13% de mama. El
protooncogén CDK1 que codifica la quinasa dependiente de ciclina
CDKZ1; el protooncogén mdm-2 que codifica un antagonista de la
proteina p53; el protooncogén bcl-2 que codifica una proteina
mitocondrial que puede proteger la célula contra la apoptosis
inducida por dafio en el DNA al inhibir las caspasas; mientras que
el producto de c-myc (oncogen) puede aumentar la respuesta
apoptotica bajo estimulos como el de privacién del factor de
crecimiento (Hertz y cols, 1999; Remus y cols, 2005) (Tabla 3).

2.1.2.- Mutacién de genes supresores de tumores

La célula cuenta con moléculas importantes que vigilan la
secuencia normal de acontecimientos genéticos que permiten su
proliferacién. Estos son los genes supresores de tumores. Cuando
los productos de los mismos no son funcionales o estan ausentes,

la célula pierde la proteccidon que le brinda normalmente lo cual
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conduce a la aparicién y desarrollo del cancer (Tabla 4). De todos
los genes supresores de tumores los mas conocidos y estudiados
son el retinoblastoma (Rb) y el gen p53 por su estrecha relacion
con canceres humanos.
La forma normal del gen supresor codifica una proteina

normal antioncogénica, que actla deteniendo la proliferaciéon o
bien induciendo la apoptosis. La mutacién de genes supresores de
tumores conduce a la sintesis de una proteina no funcional o
impide esa sintesis, la proliferacion deja de estar controlada o la
apoptosis nunca tiene lugar, por lo que aparece una proliferacion
excesiva, a menudo con acumulacion de dafios genéticos en las
células. Al igual que los protooncogenes, los genes supresores
codifican proteinas que actdan en distintos puntos de las rutas de
sefializacion de control y de la apoptosis:

= factores inhibidores del crecimiento celular, receptores de
factores inhibidores o de hormonas que frenan el crecimiento
celular

= proteinas citoplasméticas que intervienen en los sistemas de
transduccion de sefiales

= proteinas que frenan el ciclo celular o producen apoptosis

= factores de transcripcion que dirigen la expresién de genes
cuyos productos proteicos frenan el ciclo celular o producen
apoptosis (Palka-Santini y cols, 2003; Naumann y cols, 2004).

En la tabla 4 se exponen alteraciones de genes supresores
de tumores y los tumores asociados.
Las mutaciones en el gen p53 son las alteraciones genéticas mas
comunes en el cancer humano y son frecuentes en canceres de

colon, mama y pulmén (Sherr y cols, 2002).
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Localizacién
subcelular

Superficie
celular

Bajo la
membrana
citoplasmatica

Citoesqueleto

Citosol

Nucleo

Receptor de
TGF-B

Cadherina E

NF-1

NF-2

APC

Rb

P53

WT-1

p16 (INK4a)

BRCA-1

BRCA-2

Funcién

Inhibicién del
crecimiento

Adherencia celular

Inhibicién de la
trasduccion de la
sefial ras

Desconocida

Inhibicién de la
trasduccion de la
sefial

Regulacion del
ciclo celular

Regulacion del
ciclo celular y
apoptosis en
respuesta a la
lesion de DNA

Trasncripcion
nuclear

Regulacion del
ciclo celular por
inhibicion de las
cinasas
dependientes de
las ciclinas

Reparacion del
DNA

Reparacion del
DNA

Tumores
asociados con
mutaciones
somaticas

Carcinoma de
colon

Carcinomas de
estébmago y
mama

Schwannoma y
meningiomas

Carcinomas de
estébmago, colon,
pancreas;
melanoma

Retinoblastoma
osteosarcoma
carcinoma de
mama, colon,
pulmén

Casi todos los
céanceres
humanos

Tumor de Wilms

Céncer de
pancreas,
estébmago

Tumores asociados
con mutaciones
hereditarias

Desconocidos

Céncer gastrico
familiar

Neurofibromatosis
tipo 1 y sarcomas

Neurofibromatosis
tipo 2; meningiomas y
schwannomas del
acustico

Poliposis
adenomatosa
familiar, cancer de
colon

Retinoblastoma,
osteosarcoma

Sindrome de Li-
Fraumeni; numerosos
carcinomas y
sarcomas

Tumor de Wilms

Melanoma maligno

Carcinomas de la
mama y de ovario

Carcinomas de mama

Tabla 4: Alteraciones de genes supresores de tumores y tumores asociados

-25-



Introduccién

3.- Apoptosis

En todo organismo multicelular adulto debe existir un
equilibrio entre la generacion o proliferacion y la desaparicion o
muerte de las células que lo componen, con el fin de mantener un
equilibrio y un tamafio constante. La alteracion de este equilibrio
conduce a situaciones patologicas como el cancer, cuando la
proliferaciébn se encuentra aumentada, o a enfermedades
degenerativas, cuando los procesos de muerte celular estan
incrementados (Evan y cols, 2001; Danial y cols, 2003).

La muerte celular puede ocurrir por dos vias diferentes:
necrosis y apoptosis. La necrosis, también conocida como muerte
celular patoldgica, es un proceso que ocurre cuando la agresion
excede a la capacidad de la célula para regenerarse y va
acompafiada de una serie de alteraciones morfologicas y
metabdlicas que la caracterizan. Esta muerte celular “accidental”
ocurre como respuesta a una gran variedad de condiciones
extremas 0 agentes que producen un dafio en la membrana
plasmatica (complemento, virus,...). En cambio, la apoptosis
celular es un modo de muerte celular que ocurre bajo condiciones
fisiolégicas y en la cual la célula participa de forma activa. La
apoptosis se controla mediante proteinas implicadas en varios
niveles de sefializacién celular, codificada por protooncogenes y
genes supresores de tumores. Al igual que el ciclo celular, el
control de la apoptosis puede alterarse generando situaciones
patolégicas entre las que se incluyen el cancer (Danial y cols,
2004).

En un amplio grupo de tumores (tanto tumores sélidos
como hematologicos) se ha mostrado que las células cancerosas
responden de forma andémala a la induccion de apoptosis. Entre
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las familias de genes que median la destruccién controlada de la
célula, destacan los conocidos como genes de respuesta
inmediata, al que pertenecen proteinas como c-jun y c-fos. Otros
genes que participan activamente en los procesos apoptéticos son
p53, c-myc y la familia de Bcl-2 (Eischen y cols, 2001; Fridman y
cols, 2003; Matsumura y cols, 2003). El gran ndmero y diversidad
de genes envueltos en la muerte celular muestra la complejidad de
los procesos de apoptosis en el ambito genético.

La apoptosis puede iniciarse en el tercio final de G, para
impedir que una célula dafiada ingrese en la fase de sintesis, de
manera que, las mutaciones no se produzcan durante la
replicacién del DNA; y en la fase G, para impedir que las células
gue no hayan llegado a la madurez entren en mitosis. Una vez que
la célula entra en el proceso de apoptosis, en su interior se
produce una serie de procesos bioquimicos que conducen a la
degradacion de proteinas y de la cromatina (Danial, 2004).

La protedlisis, a diferencia de la mayoria de las
moadificaciones postranslacionales, es irreversible y quizas por ello
es altamente especifica. Entre las proteasas implicadas en los
procesos de muerte celular se encuentran las caspasas, las
calpainas, la granzima B y el complejo multiproteico denominado
proteosoma. Las caspasas son una familia de cisteina-proteasas,
que se engloban en tres grupos: caspasas implicadas en la
produccién de citocinas (caspasas 1, 4, 5 y 13), caspasas de
sefializacion o de activacion de otras caspasas (caspasas 2, 8, 9y
10) y caspasas efectoras de muerte o ejecutoras (caspasas 3, 6 y
7). Numerosas evidencias han mostrado que la inhibicion de las
caspasas reduce la apoptosis celular inducida por diferentes
estimulos. La activacion de las caspasas puede tener lugar en
respuesta a estimulos tanto extracelulares como intracelulares ().
Entre sus sustratos se encuentran: elementos del citoesqueleto
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(actina, proteina Tau y cateninas), enzimas encargadas de reparar
(PARP) o degradar el DNA celular, factores de transcripcion
(retinoblastoma, HDM2), proteinas reguladoras (proteina cinasa C,
fosfatasas 2A, cinasas de adhesion focal), asi como miembros de
la familia del oncogén Bcl-2 (Bid) (Eischen y cols, 2001). El control
positivo consiste en el inicio de la cascada de caspasas. Una de
las principales sefiales inductoras es la liberacion al citoplasma del
citocromo ¢ que se une a la proteina Apaf (factor activador de las
proteasas apoptoticas) formando un complejo que activa la
procaspasa iniciadora.

Algunas proteinas, como Bax, estimulan estas etapas de inicio.
Este control positivo de la apoptosis es analogo al ejercido en la
proliferacién celular por la induccién en cascada de la actividad
proteina quinasa de los complejos CDK-ciclina () (Figura 7).

El resultado neto de estas interacciones es una parada en
fase Gy, la cual provee de una barrera cinética en la replicacién de
un genoma potencialmente dafiado. Si la célula no puede reparar
el dafio genético, p53 induce la muerte celular por un mecanismo
que todavia no es del todo conocido (Fridman y cols, 2003).

El control negativo de la apoptosis, viene determinado por
proteinas como Bcl-2 y Bcl-x, que aseguran que el proceso
apoptotico permanezca blogueado bajo condiciones normales. En
algunos canceres se sobreexpresa Bcl-2, reduciendo ain mas la
apoptosis; en otros, se sobreexpresan proteinas que bloquean las

caspasa, como las denominadas survivinas.
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Figura 7: Esquema de representacion de ruta de apoptosis dependiente de p-53
por activacion de Bax, PUMA y APAF-1

Bcl-2 da nombre a una familia de oncogenes entre los que
se encuentran miembros que favorecen la supervivencia celular
(Bcl-X y Bcl-2) mientras que otros (Bid, Bad, Bax) ayudan al
suicidio celular. Estas proteinas antagonistas forman dimeros unas
con otras, siendo su abundancia relativa la que determina el
umbral de desencadenamiento de la muerte celular (Huang Z,
2000). La expresion de bcl-2 se considera un factor de peor

prondstico para canceres de colon, prostata o el neuroblastoma.
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Por dltimo, el protooncogén c-myc desempefia un papel decisivo
tanto en procesos de proliferacion celular como de apoptosis. Asi,
se ha descrito que mientras su supresion conduce a la parada de
la proliferacion celular, su sobreexpresion es un estimulo

apoptotico (Prendergast, 1999).

4.- Tratamientos del cancer

La medicina contemporanea ofrece todo un abanico de
opciones terapéuticas para los distintos tipos de cancer, siendo la
cirugia temprana el método con mayor tasa de curaciones.
Ademas, la combinacion de cirugia minimamente cruenta y
tratamientos coadyuvantes como radioterapia o0 quimioterapia
facilitan y mejoran el pronéstico tras la intervencion quirargica del
paciente. Por otra parte, la radioterapia constituye una buena
opcion terapéutica en el caso de que la extirpacion quirdrgica del
tumor no sea recomendable por destruir 6rganos vitales. Mas de la
mitad de todos los pacientes con cancer se someten a radioterapia
sola o con tratamiento concomitante (Barcellos-Hoff y cols, 2005).

Una tercera opcion es la quimioterapia, un tratamiento
sistémico en el que se distribuyen sustancias citotoxicas por todo
el organismo. Es especialmente util si el tumor ya ha progresado
hacia metastasis, o bien en el caso de leucemias. A parte del
tratamiento con agentes quimioterapéuticos convencionales,
algunos tipos de cancer también responden al tratamiento
hormonal, sobre todo el cancer de mama, Utero y prOstata. Los
efectos adversos de este tipo de tratamiento son menores que los
derivados de la quimioterapia (Gelmon y cols, 1999; Gibbs, 2000).

Hace algunos afios se albergaron grandes esperanzas en
la terapia génica, puesto que el inicio del cancer siempre va
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precedido de un cambio en el genotipo que provoca que una
célula antes "normal" se convierta en una célula cancerosa con
una proliferacion excesiva. Se postul6 la teoria de que si el gen
dafiado y mutado pudiera ser identificado y sustituido por un gen
normal y "sano", en principio seria posible combatir el cancer. Sin
embargo, hasta la fecha, muy pocos tipos de cancer se han
atribuido a defectos en genes concretos. A menudo intervienen
varios genes, muchos de los cuales ni siquiera se conocen.

El conocimiento del mecanismo de sefializacion
intracelular, desde la activacién de receptores hasta la fase
ejecutora, estda permitiendo establecer nuevas dianas
farmacologicas que interfieren con moléculas dianas especificas
que tienen un papel en el crecimiento tumoral (Sawyer, 2004;
Schwartz y cols, 2005; Ghobrial y cols, 2005).

4.1.- Tratamientos tradicionales

4.1.1.- Radioterapia

Es un tratamiento basado en el empleo de radiaciones
ionizantes sobre el tumor, destruyendo las células tumorales e
impidiendo asi su crecimiento. Esta accién también puede
ejercerse sobre los tejidos normales, sin embargo, los tejidos
tumorales son mas sensibles a la radiacion y no pueden reparar el
dafio producido de forma tan eficiente como lo hace el tejido
normal, de manera que son destruidos bloqueando el ciclo celular
(Barcellos-Hoff y cols, 2005). Segun la forma de aplicacién
podemos distinguir dos tipos: una radioterapia interna o
braquiterapia, insertando material radiactivo (iridio, cesio, yodo...)

cerca o dentro del mismo tumor; o una radioterapia externa o
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teleterapia, empleando aceleradores de electrones y bomba de
cobalto que dirigen la energia radiactiva hacia la zona afectada. La
accion bioldgica de la radioterapia se basa en que las radiaciones
ionizantes presentan la capacidad de producir radicales libres al
interaccionar con la materia y ceder la energia que vehiculizan,
produciendo roturas de enlaces en moléculas bioldgicas, siendo la
mas sensible el DNA. Se indica sobre todo para los casos de
tumores de cabeza y cuello y cancer de prostata. También se
emplea para tumores ginecologicos, de partes blandas y tumores
del sistema nervioso central (Schmaljohann y cols, 2005).
Segun sus indicaciones la radioterapia puede ser:
- radical: cuando se utiliza en neoplasias de radiosensibilidad
alta y puede asociarse a quimioterapia previa o simultanea
- complementaria: pre o postoperatoria para disminuir el riesgo
de recidiva local o regional
- paliativa: para disminuir los sintomas de canceres localmente
avanzados e irresecables o de sus metastasis, consiguiéndose
efectos antidlgicos, descompresivos o hemostaticos
La radioterapia puede producir efectos adversos que pueden
clasificarse en precoces y tardios (Turriziani y cols, 2005):
a) Las reacciones adversas precoces, aparecen durante o
inmediatamente después del tratamiento, y suelen ser
autolimitadas en el tiempo, aunque pueden durar semanas. Las
mas frecuentes son reacciones cutaneas (eritema, descamacion,
depilacion), alteraciones gastrointestinales (anorexia, nauseas,
esofagitis, diarrea), mucositis, xerostomia y mielosupresion. El
tratamiento de estas reacciones es casi siempre sintomatico.
b) Las reacciones adversas tardias, aparecen meses 0 afios
después de completar el tratamiento. Son infrecuentes pero
graves, progresivas y no suelen responder al tratamiento. Su

aparicion no se relaciona con antecedentes de reacciones
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precoces. Las mas comunes son mielopatias, necrosis 0Osea,
fibrosis pulmonar, pericarditis, miocarditis y Ulceras cutaneas.

En los Jdltimos afios, la combinacion terapéutica entre
quimioterapia y radioterapia o quimiorradiacion (RQT) representa
la estrategia predominante en el tratamiento de muchas
localizaciones tumorales, entre las que se encuentran los tumores
de cabeza y cuello, los del tracto digestivo, el carcinoma pulmonar,
cuello uterino y otros muchos. La utilizacion de la combinacion
entre radioterapia (RT) y quimioterapia (QT) para conseguir
mejorar los pobres resultados en los tumores epiteliales
localmente avanzados es de una légica razonable, ya que integra
la eficacia de la radioterapia en el control del tumor primario (altas
dosis de irradiacion) con el potencial de la quimioterapia para
erradicar la enfermedad sistémica, pero ademas, la quimioterapia
refuerza la eficacia de la radioterapia en el control local del tumor
(Barcellos-Hoff y cols, 2005).

4.1.2.- Quimioterapia

Se puede definir como aquellas sustancias capaces de
inhibir o impedir la evolucién de la neoplasia, restringiendo la
maduracion y proliferacion de células malignas, actuando sobre
fases especificas del ciclo celular y por ello son activas frente a
células que se encuentran en proceso de division. Este
mecanismo hace que, a su vez, sean por si mismas carcindgenas,

mutagenas y/o teratdgenas.

-33-



Introduccién

Los diferentes tipos de quimioterapia son:
- Neoadyuvante: se realiza antes de la cirugia de
extirpacion tumoral.
- Complementaria: su objetivo es eliminar las metastasis
subclinicas en el momento del primer tratamiento. Se debe
realizar inmediatamente después del tratamiento local de
erradicacion.
- Alternante: se realiza cuando un cancer presenta dos o
maés subpoblaciones celulares con distinta sensibilidad a
los citostéticos.
- Local o dirigida: tiene el fin de aumentar la eficacia y
disminuir la toxicidad (intraarterial, intrapericérdica,

intratecal, intrapleural, intraperitoneal, etc).

No existe un criterio claramente definido para la
clasificacion de los agentes citostaticos. Tradicionalmente, se han
clasificado en funcion del nivel de actuacion dentro del ciclo celular
(tabla 5). Sin embargo, esta clasificacién no es absoluta, ya que
algunos agentes actlan por mecanismos multiples y de otros se
desconoce su nivel de actuacion. Otra clasificacion de los agentes
antineoplasicos es aquella que considera su mecanismo de accién
y estructura quimica (Gelmon y cols, 1999; Gibbs, 2000) (tabla 5).
Podemos destacar los siguientes grupos:

- Agentes alquilantes (cisplatino, oxaliplatino, carboplatino,
clorambucil, busulfano, ciclofosfamida, ifosfamida,...): muestran
gran afinidad por el DNA y las proteinas, a los que adicionan sus
radicales altamente reactivos. Asi producen enlaces entre cadenas
de DNA vy otras transformaciones, impidiendo su replicacion y
trascripcién a RNA. Su accion tiene lugar en cualquier fase del

ciclo celular. Son eficaces en el tratamiento de leucemias crénicas,
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linfomas no Hodgkin, mielomas multiples y ciertos tumores de
pulmén, mama y ovario (Urano y cols, 2002; Sedletska y cols,
2005).

- Nitrosureas (carmustina, lomustina,...): actian de forma similar a
los agentes alquilantes, entorpeciendo la actividad de las enzimas
encargadas de reparar el DNA. Se emplean generalmente en el
tratamiento de tumores cerebrales o de melanomas malignos
(Sugarbaker y cols, 2005).

- Antimetabolitos: actian en la fase de sintesis del ciclo celular
porque interfieren en la sintesis de DNA y RNA. La mayoria son
analogos estructurales de los metabolitos que normalmente
intervienen en los procesos de crecimiento y division,
incorporandose a las moléculas de DNA y RNA, transmitiendo
falsos mensajes. Otros inhiben enzimas especificas necesarias
para la sintesis de compuestos esenciales. Su eficacia, en
general, es maxima cuando la proliferacién celular es rapida.

Este tipo de farmacos, entre los que se incluyen, 5-fluorouracilo,
metotrexato o gemcitabina se administran a enfermos que
padecen tumores de mama, ovario o bien del tracto
gastrointestinal y también a pacientes que padecen leucemia
cronica ().

- Taxanos: paclitaxel, docetaxel. El paclitaxel fue aislado de un
arbol, Taxus brevifolia (Schiff y cols, 1979; Manfredi y cols, 1984;
Oberlie y cols, 2004) y posteriormente surgio el docetaxel (; Bekaii-
Saab y cols, 2005), analogo semisintético de paclitaxel. Son
farmacos de reciente aparicion, y constituyen en la actualidad una
de las principales armas terapéuticas en el tratamiento
guimioterapéutico del céancer de ovario, mama, pulmén no
microcitico, préstata e incluso inhibe la metastasis de distintos
tumores como melanomas (Lee LF y cols, 1998; Wang y cols,
2003). Actlian promoviendo la formacion de microtibulos al unirse
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a la B-tubulina formandose estructuras microtubulares anémalas o
excesivamente estables que no pueden participar en la mitosis,
presentdndose un acimulo de células en la fase G,-M (Crown y
cols, 2000; Abal y cols, 2003). También presentan la capacidad de
activar e inducir apoptosis mediada por caspasa 10 (Park S,
2004). A altas concentraciones, paclitaxel estimula la liberacion del
factor de necrosis tumoral oy de IL-1 en raton y activa la
expresion de IL-8 en células de pulmén y ovario (Lee LF y cols,
1997; Collins y cols, 2000).

- Otros: antraciclinas (epirubicina,...), vincaalcaloides (vincristina,
vinorelbina,...), inhibidores de topoisomerasa (topotecan,
etopésido,...), antibiéticos (doxorrubicina, bleomicina, mitramicina,
mitomicina C) (Jacquet y cols, 1996; Sugarbaker y cols, 1996; Van
Ruth y cols, 2003).
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Clasificacion

Principios activos

Mecanismos de
accién

Fase principal de
actividad en el
ciclo celular

Ifosfamida Alquilacién del
Ciclofosfamida DNA ﬂ
Treosulfan
Carboplatino Enlaces cruzados Actividad
Sustancias alquilantes | Cisplatino D- inespecifica en
Tiotepa todas las fases del
Mecloretamina Inhibicién de la ciclo celular
Clorambucilo replicacion del
Busulfan DNA
Nitrosureas
Dacarbazina
Citarabina Incorporacion de
5-Fluorouracilo una base falsa en
Gemcitabina el DNA
Mercaptopurina
Antimetabolitos Metotrexato D—
Floxuridina Inhibicién Fase S
Hidroxiurea enzimética o
Hexametilmelamina codificacion
Amsacrina errénea en la
Procarbezina sintesis del DNA
Irinotecan
Alteracion de la
Paclitaxel formacion de
Inhibidores de la Vinorelbina microtubulos
mitosis Docetaxel Fase M
Vincristina
Vinblastina Detencion de la
Vindesina mitosis en
metafase
Intercalacion entre
Daunorubicina bases del DNA
Antibioticos con Doxorubicina D-
efecto citostatico Epirubicina Fase S
Mitoxantrona Inhibicién de la Fase G,
Dactinomicina biosintesis del DNA
Mitomicina C
Inhibidor de la Inhibicién de la
Topoisomerasa | Etop6sido Topoisomerasa I: Fase S
Teniposido inhibe la torsion del | Fase G,
DNA Fase M
Inhibidor de la Inhibicién de la
Topoisomerasa ll Topotecan topoisomerasa Il
que cataliza la
torsion del DNA, Fase S
también procesos
opuestos
L-Asparaginasa L-Asparaginasa Inhibicién de la Fase G;
sintesis de

proteinas y de la
sintesis de DNA y
RNA

Tabla 5: Clasificacion de los agentes citostaticos en funcién de su mecanismo de

accion
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Nuevos farmacos en fase de experimentacion: ixabepilone,
patupilone o epotilone evaden los mecanismos de multiresistencia
ocasionada por algunos citostaticos (Lee y cols, 2005). También
se han disefiado nuevos farmacos que actlan sobre el ciclo
celular, y se han dividido en dos grandes grupos:

= Moduladores directos que inhiben la funcién catalitica de
las CDK adecuadamente activadas (Sawyers, 2003). Entre los
moduladores directos se incluyen:

- Purinas y analogos de las purinas (6 dimetilaminopurina,
isopenteniladenina, olomucina y roscoviotina)

- Productos sintéticos naturales (butirolactona, flavopiridol,
saturospina, UCN-10, 9 hidroxi-elipticina, toyocamicina vy
suramina)

- Productos miméticos (p16, p21)

= Moduladores indirectos que alteran el estado activado de
las CDK. A su vez entre los moduladores indirectos cabe destacar
los siguientes:

- Los que actdan reduciendo los niveles de ciclina D
(rapamicina, ansamicinas benzoquindides, tirfostinas, inhibidores
metabolicos)

- Los que aumentan los inhibidores enddgenos de CDK
(butiratos, retinoides, y otros agentes diferenciadores)

- Los que alteran los puntos de control (checkpoints):
inhibidores de fosfatasas (acido okadaico), UCN-01 y la misma
cafeina. Muchos de ellos se encuentran en fase | y fase Il, siendo

muy pocos los que estan evaluandose en fase Il

Las células cancerosas crecen y se reproducen muy
rapidamente, y por ello los agentes que se usan para el
tratamiento de quimioterapia, en general, son aquellos que atacan
las células de crecimiento rapido, interactuando con su DNA, su
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RNA o con la sintesis de proteinas celulares. De igual forma, los
agentes que se usan para combatir el cancer también pueden
afectar a las células normales de tejidos de rapida renovacion vy,
en ocasiones, causar efectos secundarios indeseables. Dentro de
estos efectos secundarios destacan: fatiga, nauseas y vomitos,
pérdida del cabello, dolor, pancitopenia, infecciones, problemas de
coagulacién, etc. Las acciones tOxicas de éstos medicamentos
incluyen: teratégena, citostatica, carcinégena, mutagena,
alteracion corneal, cardiotéxica, hepatotoxica, nefrotoxica,
hemorragica, vesicante, irritante de piel y mucosas, emetizante,
hematoldgica (Gelmon y cols, 1999; Gibbs, 2000). Esto no quiere
decir que todos produzcan estas reacciones, Sino que Uunhos
producen unas y otros producen otras, pudiendo algunos tener
varios de los efectos mencionados. Estos efectos secundarios o
téxicos pueden variar mucho de un paciente a otro (Gelmon y caols,
1999; Gibbs, 2000).

4.2.- Inmunoterapia

Paul Ehrlich fue uno de los primeros en introducir el
concepto de inmunovigilancia al plantear la idea de que el sistema
inmune podria ejercer un efecto represor sobre los carcinomas
(Ehrlich, 1909). Esta teoria se afianza posteriormente con los
ensayos de los transplantes de tumores en ratones y la
descripciéon de los antigenos tumorales (Klein, 1966).
Posteriormente los antigenos tumorales reconocidos por células T
fueron descritos en humanos (Van der Bruggen y cols, 1991; Boon
y cols, 1994). La lista de antigenos tumorales reconocidos por las
células T que se han identificado esta creciendo continuamente.
Basandonos en el patrén de expresion de la proteina parental, los
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antigenos tumorales pueden ser clasificados en seis grupos

principales:

1. Antigenos compartidos por distintos tumores y expresados en
testiculo, cancer testis (CTA)

2. Antigenos de diferenciacion

3. Antigenos generados por mutaciones

4. Mucinas

5. Antigenos sobreexpresados en tumores

6. Antigenos virales

La inmunovigilancia juega un papel importante en la
supresion del crecimiento tumoral en las etapas mas tempranas.
Por tanto, se piensa que cuando el tumor crece ha “escapado” de
esta inmunovigilancia. Esto indica que las células tumorales deben
desarrollar mecanismos de escape frente al sistema inmune que
les permita escapar a su control (Garrido y cols 1993; de Vries y
cols, 1997). A continuacion, se detallan los mecanismos de escape

mas representativos:

- Pérdida o baja expresion de las moléculas MHC de clase |

La pérdida de las moléculas de clase | es un mecanismo
desarrollado frecuentemente por las células tumorales, tanto en
tumores experimentales como espontaneos, para escapar del
reconocimento y destruccién por los CTLs. Estudios realizados en
los Gltimos afios por diferentes grupos muestran que este es uno
de los mecanismos mas importantes (Garrido y cols, 1993, 1997 y
2001; Hicklin y cols, 1999).

La pérdida del antigeno del MHC asociado a la molécula
de clase | H-2K* fue descrita por primera vez en un linfoma murino

en 1976 y en 1977 se detectaron pérdidas de moléculas HLA en
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tumores humanos (Garrido y cols, 1976; Pellegrino y cols, 1977). A
partir de aqui son innumerables los tumores murinos y humanos
donde se han encontrado fenotipos MHC de clase | alterados
(Garrido y cols, 1997; Garcia-Lora y cols, 2003; Algarra y cols,
2004).

- Pérdida de antigenos tumorales e inmunodominancia (de Vriesy
cols, 1997; Schreiber y cols, 2002)

- Sefializacion defectiva a través de receptores de muerte
(Davidson y cols, 1998; Straus y cols, 2001; Takeda y cols, 2001)

- Ausencia de coestimulacion (Schwartz, 1990)

- Citoquinas inmunosupresoras (Toi y cols, 1996; Huang y cols,
1998; Almand y cols, 2000)

- Apoptosis de las células T activadas (Chappel y cols, 1999; Zaks
y cols, 1999)

- Degradacion enzimatica del triptéfano (Uyttenhove y cols, 2003)

Uno de los mayores problemas que presentan los
tratamientos convencionales contra el cancer (quimioterapia y
radioterapia) es el estrecho indice terapéutico entre las células
normales y las neoplésicas, que comparten el 99% de su dotacion
genética y de su expresion fenotipica. La inmunoterapia se perfila
como el cuarto pilar en el tratamiento de las neoplasias malignas,
después de las formas ya establecidas: cirugia, radioterapia y
quimioterapia (Yang JC, 2001).

En Europa, Asia y Estados Unidos se han aplicado
diferentes protocolos de inmunoterapia celular antitumoral en
pacientes con cancer avanzado recidivante a los tratamientos
convencionales, y han provocado globalmente respuestas
antitumorales completas en un 5-10% y parciales en 10-20% de
los pacientes (Ockert y cols, 1999; Chattopadhyay, 1999;
Rosenberg, 2001). Aunque en la actualidad, los resultados de la

-41 -



Introduccién

utilizacién de los métodos inmunoldgicos en el tratamiento del
cancer han sido discretos, se contintan desarrollando métodos
gue han mostrado determinada eficacia en modelos animales y
también en algunos ensayos clinicos controlados, pero se necesita
un mayor esfuerzo en esas investigaciones para obtener
protocolos que puedan actuar en la prevencion y tratamiento de
los tumores malignos de una forma bien establecida (Ben-Efrain,
1999).

La inmunoterapia se puede aplicar de forma activa o pasiva,
especifica o inespecifica o incluso combinada (Tabla 6).
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Activa no especifica

Activa especifica

Pasiva no especifica

Pasiva especifica

Otras modalidades

BCG (Bacilo Calmette Guerin)
Adyuvantes: P40, Polyerga, Titermax, etc.
Corynebacterium parvum y granulosum
Levamisol

Anticuerpos anti-CD3 estimulantes

Vacunas de células tumorales

Vacunas de extractos celulares

Vacunas de antigenos tumorales purificados o
recombinantes

Vacunas de células dendriticas

Células asesinas activadas por linfocinas
Citocinas: IL-2, TNF, IFNa, IFNy, factores de
crecimiento hematopoyéticos

Linfocitos infiltrantes de tumores

Inmunotoxinas

Anticuerpos antiidiotipicos

Anticuerpos bioespecificos (De Libero y cals,
2001; Livingston, 2001; Buteau y cols, 2002).

Deplecion de médula 6sea y luego transplante
autélogo

Anticuerpos bloqueadores de receptores de
Factores de Crecimiento en las células tumorales
(Ballen y cols, 1997)

Protectores medulares para la aplicacién de altas
dosis de quimioterapia (Gonzalez y cols, 2001)
Bioterapia con productos naturales (Hankins y
cols, 2002)

Tabla 6: Estrategias de inmunoterapia
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5.- AGENTES ANTITUMORALES DERIVADOS DE PLANTAS:
FITOQUIMICOS ANTITUMORALES

Debido a la alta toxicidad y a la multiresistencia de las
drogas citostaticas utilizadas actualmente, ademas de los
programas de desarrollo de farmacos estandares, cada vez se da
mas énfasis al desarrollo de nuevos agentes naturales
antitumorales derivados de plantas. En la actualidad, existen
evidencias clinicas de las propiedades inmunomoduladoras y
antitumorales de un gran numero de productos obtenidos de
plantas que presentan menor toxicidad que los actuales
tratamientos empleados (Sawyers, 2004; ShuKla, 2004; Takaray y
cols, 2005; Shinya y cols, 2005).

5.1.- Citotoxicos

Existen numerosos extractos derivados de plantas con
accion citostatica, dentro de este grupo podemos destacar el
extracto de Magnolia officinalis utilizado en la medicina tradicional
china, con una gran variedad de efectos ademas del antitumoral:
antiinflamatorio, antitrombético, antioxidantes y efectos ansioliticos
(Liou y cols, 2003). Se han realizado estudios mostrando una
accién citotoxica in vivo en ratones atimicos Balb/c, sobre el
crecimiento de tumores derivados de distintas lineas celulares
humanas: células leucémicas humanas (Hirano y cols, 1994),
fibrosarcoma (Nagase y cols, 2001), adenocarcinoma de pulmén
(Yang SE y cols, 2002), angiosarcoma (Bai y cols, 2003) y
carcinoma de colon (Chen y cols, 2004). Con este extracto se han
realizado recientemente ensayos de proliferacion celular in vitro

con la linea tumoral humana derivada de un carcinoma colorrectal
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RKO, encontrandose una importante inhibicion del crecimiento de
las células tumorales (DI 50: 12.47 pg/ml) con una parada del
ciclo celular de las mismas en la fase G; y una induccién de
apoptosis por activacion de la cascada de caspasas (Liou y cols,
2003). Ademas, se han realizado ensayos in vivo con este extracto
valorando la ascitis surgida tras transplantar las linea RKO via
intraperitoneal y administrando 2 mg del extracto por raton. Al
cabo de 12 dias se observa que el 80% de animales tratados no
presenta ascitis (Chen y cols, 2004). Cuando Magnolia (80
mg/Kg/d) fue administrada intraperitonealmente a ratones atimicos
tras inyectar células RKO en la axila, se observaron diferencias
significativas en el tamafio tumoral y un aumento de la
supervivencia en los ratones tratados en relaciéon a los controles
(Liou y cols, 2003).

Otro producto fitoquimico con propiedades citotéxicas es el
derivado PC-SPES, compuesto de ocho plantas (Scutellaria
baicalensis Georgi, Rabdosia rubescen, lIsatis Indigotica Fort,
Panax notoginseng Burk, Ganoderma lucidum Karst, Serenoa
repens, Dendranthema morifolium Tzvel y Glycyrrhiza glabra L)
gue presenta una actividad antitumoral en modelos animales de
cancer de prostata (Kuboata T y cols, 2000) y una actividad
antiproliferativa in vitro en distintas lineas celulares tumorales de
mama, melanoma, leucemias (Taile y cols, 1999; Ibekoe y cols,
2001). Otro estudio investiga los efectos in vitro del extracto
etandlico de PC-SPES sobre distintas lineas tumorales de colon
(DLD-1, SW480, SW620) presentando in vitro una inhibicion de la
proliferacién de las lineas estudiadas de hasta un 95%, una
alteracion del ciclo celular con un importante acumulacién de las
células en la fase G,-M (de hasta el 60%) y un aumento de la
apoptosis en presencia de este extracto (Huerta y cols, 2002).

También se han realizado estudios in vivo con este extracto en un
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modelo murino de carcinogénesis intestinal. Los ratones fueron
tratados con 250 mg/Kg/dia del extracto via gastrointestinal, cinco
veces a la semana durante 10 semanas. Después del tratamiento
se observé un 58% de reduccion en el nimero de tumores en el
grupo tratado respecto al control (Huerta y cols, 2002).

Debido a la resistencia que experimentan las drogas citostaticas,
se han realizado ensayos in vitro donde se cultivan células
tumorales con citostaticos conocidos en combinacion con distintos
extractos de plantas. En un trabajo reciente se estudia la
sensibilidad de distintos extractos de plantas (Glycyrrhiza uralensis
Fischer, Rheum palmatum Linne, Zingiber officinale Roscoe,
Zyzyphus jujuba Miller, Coptis japénica Makino,...) en combinacion
con citostaticos conocidos como Paclitaxel o 5-Fluorouracilo. En
este estudio se muestra un aumento de la accidon de los
citostaticos en presencia de estas sustancias sobre el carcinoma
de cérvix humano, Hela, pudiendo asi ser utilizados en la clinica
para intensificar los resultados de la quimioterapia (Takara y cols,
2005).

5.2.- Inmunomoduladores

Numerosos productos o extractos derivados de plantas
han sido usados para estimular la respuesta inmune. Un
interesante grupo de derivados con potencial mitogénico, lo
constituye las lectinas. Las lectinas son proteinas de origen no
inmune que tienen en comun la propiedad de enlazarse de forma
especifica y reversible a carbohidratos, con capacidad para
aglutinar células y precipitar glicoconjugados. Sus propiedades
mitogénicas permiten que se utilicen en estudios in vitro, como
base de la proliferacion de linfocitos en cultivos. Actualmente, se
han estudiado 9 lectinas con efecto mitogénico sobre los linfocitos,
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entre las que se destacan las provenientes de Phaseolus vulgaris
(PHA), Canavalia ensiformis (Con A), Pisum sativum (PSA) y
Fitolaca americana (PWM). La PHA y Con A inducen
mitogenicidad en células T, mientras que el mitbgeno de carmin
(PWM) estimula ambos tipos de células (ltichi y cols, 1996; Kiss y
cols, 1997). No se conoce lectina alguna que estimule sélo a los
linfocitos B humanos. Ademas se han realizado investigaciones
para utilizar las lectinas y polimeros sintéticos enlazados a ellas
como la Ricina y Abrina como agentes anticancerigenos in vitro,
ya que se ha visto que disminuyen el crecimiento de células
tumorales (Wimer y cols, 1996 y 1997). El gran inconveniente de
las lectinas es su alta toxicidad in vivo.

Existen numerosos estudios realizados in vitro usando
derivados de plantas que presentan propiedades mitogénicas
sobre PBLs. Dentro de estos, podemos destacar el extracto
Silybum marianum que induce un aumento de la proliferacion de
linfocitos murinos in vitro, junto con un incremento de interfer6n
gamma, IL-4 e IL-10 en los timocitos (Wilasrusmee y cols, 2002).
Se ha evaluado el efecto inmunomodulador in vitro, sobre linfocitos
de sangre periférica y timocitos, de los extractos etandlicos de
cinco plantas: Silybum marianum, Matricaria chamomilla,
Caléndula officinalis, Cichorium intybus y Dracocephalum Kotschyi
(Amirghofran y cols, 2000). Los resultados obtenidos muestran,
que ninguno de los extractos presenta un efecto mitogénico
directo, excepto S. marianum (100 pg/ml) que muestra un 13% de
incremento de la proliferacion de linfocitos a una concentracion de
50 pg/ml. En cultivos extralinfocitarios se observa un marcado
efecto mitogénico con bajas concentraciones de todos los
extractos excepto Dracocephalum, destacando los linfocitos

tratados con 0.1-10 pg/ml de C. officinalis y 10 pg/ml de
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M.chamomilla y C. intus que presentan un fuerte incremento en la
proliferacién celular (Amirghofran y cols, 2000).

Los polisacéaridos obtenidos de la fraccion soluble en agua de
distintas plantas como Plantago lanceolata, Salvia officinalis,
Valeriana Officinalis y Rudbeckia fulgida fueron analizados in vitro
para concocer la actividad mitogénica en timocitos de ratas y
ratones, observandose una respuesta mitogénica dosis-
dependiente (Ebringerova y cols, 2003).

Tratamientos con extractos acuosos de Boerhaavia difusa
han mostrado inducir leucocitosis con predominio de neutrofilia,
asociada con una estimulacion de la fagocitosis y de la capacidad
bactericida de neutréfilos y macréfagos (Mungantiwar y cols,
1999). Ademés se ha observado en ratones, que este extracto
protege de la peritonitis inducida por Escherichia coli, debido a su
actividad inmunomoduladora (Mungantiwar y cols, 1999). La
administracion via oral de la fraccion alcaloide de esta planta a
una concentracién de 25-100 mg/kg de peso durante 10 dias,
induce una actividad mitogénica, en linfocitos T y B. Esta fraccion,
por el contrario, no ha mostrado un efecto inmunoestimulatorio in
vitro, indicando que la fraccidon puede ser metabolizada a su forma
activa in vivo o que actla indirectamente para producir su efecto
(Mungantiwar y cols 1999).

Sakurai y cols, han estudiado la fraccion de polisacaridos
peptidicos de otro extracto natural derivado de Bupléurum
falcatum (Sakurai y cols, 1999). Este extracto fue administrado via
oral a ratones durante 7 dias consecutivos, observandose un
incremento de linfocitos CD25 y de la inmunoglobulina IgM en los

esplecnocitos de los ratones tratados.

Otro gran grupo de fitoquimicos lo constituyen
polisacaridos derivados de hongos con propiedades
inmunomoduladoras y antitumorales. El producto PSK obtenido del
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hongo Coriolus versicolor también conocida como Krestin, ha sido
utilizado en Asia desde hace mas de 30 afios. Su actividad
antitumoral ha sido documentada in vitro en modelos animales y
en ensayos clinicos humanos (Kudo y cols 2002), presentando
resultados positivos en el tratamiento del cancer géstrico, de
esofago, mama y pulmon. Asi se ha observado un aumento de la
supervivencia en ratones, una estimulacion de la actividad
fagocitica de macréfagos y del sistema reticuloendotelial. Se ha
mostrado una actividad antitumoral en animales con
adenosarcoma, fibrosarcoma, mastocitoma, plasmocitoma,
melanoma, sarcoma, carcinoma de colon, mama y pulmén
(Sugimachi y cols, 1997). Por otra parte, la inyeccién de PSK en
el mismo sitio del tumor, induce una inhibicion del crecimiento
tumoral de tumores en otras localizaciones, previniendo de esta
manera la formacién de metéastasis (Kobayashi y cols, 1995;
Stamets, 2000).

El efecto antitumoral se cree que reside en una actividad
inmunomoduladora, preferentemente sobre las células NK aunque
el mecanismo molecular responsable de su actividad biolégica
todavia no ha sido totalmente aclarado. Estudios previos de
nuestro grupo han mostrado que PSK induce un aumento de
proliferacién de la linea leucémica NKL, una linea dependiente de
IL-2, del mismo modo que lo hace esta interleucina. Se ha
comprobado que PSK regula diferentes factores transcripcionales,
isoenzimas de la PKC y MAP, utilizando vias de transduccion de
sefales distintas a la IL-2 (Garcia-Lora y cols, 2001y 2003a). Se
ha identificado que el receptor utilizado por la PSK (48 Kd) en la
linea NKL era distinto al utilizado por la IL-2 (64 y 75 Kd) (Jiménez-
Medina y cols, 2005). En este mismo estudio se mostré que PSK
esta compuesta por una Unica proteina de unos 12 Kd altamente

glicosilada.
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Polisacaridos como Ganoderma lucidum (Cao y cols, 2004;
Sliva y cols, 2002), Lentinus edodes, Schizophyllan, Inonotus
obliguus entre otros muchos, han sido utilizados desde hace
cientos de afios en Korea, China, Jap6n y este de Rusia sobre
todo para el tratamiento de canceres de estdbmago, prostata y
pulmén (Ooi y Liu, 1999; Wasser, 2002). Asi estudios realizados
con la administracion de Flammulina velutipes via oral durante 10
dias en ratones con fibrosarcoma, han mostrado una prevencion
de metastasis y un aumento de la superviviencia (lkekawa, 2001).
Del mismo modo la administracion de lentinas derivadas de
Lentinus edades produce un 80% de reduccion del tamafio tumoral
0 una completa regresion (Chihara, 1981). El polisacarido
Schizophylla muestra una actividad antitumoral contra las formas
s6lidas y asciticas del Sarcoma 180, asi como contra los tumores
solidos del sarcoma 37, sarcoma de Ehrlich, sarcoma de Yoshida
y carcinoma pulmonar de Lewis (Hobbs 1995; Borchers y cols,
1999). Este extracto incrementa la inmunidad celular por
activacion de las células T e incrementa la citotoxicidad de células
NK 'y LAK (Mizuno, 1996, 1999 y 2002).

En realidad, los mecanismos biolégicos que median la
actividad biolégica de los polisacaridos adn no son del todo
conocidos. Los polisacaridos derivados de hongos no atacan
directamente las células tumorales, presentando un efecto
antitumoral por activacion de diferentes respuestas inmunes en el
huésped. Esta accion antitumoral requiere un componente intacto
de linfocitos, mediandose su actividad por mecanismos
inmunolégicos dependientes del timo (Borchers y cols, 1999).
Esta accion se ha verificado en diversos ensayos, en los que
utilizando ratones timectomizados o tras la administracion de
suero antilinfocitos, se pierde esta accion antitumoral (Ooi y Liu
1999). Estos polisacaridos estimulan las células NK, células B,
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células T y macrofagos. Esta accion inmunomoduladora es
especialmente valorable en el caso de profilaxis, como forma no
invasiva de tratamiento, prevencion de metastasis y como
adyuvante de la quimioterapia (Wasser y cols, 1999; Ooi 2000;
Tzianabos, 2000; ReshetniKov y cols, 2001; Eun Mi y cols, 2004;
Ohwada y cols, 2004).

6.- CALENDULA

La Caléndula oficinales (L. Asteraceae) es una planta muy
cultivada como especie ornamental y sus flores se utilizan
frecuentemente en Europa y Asia occidental en medicina popular.
Conocida vulgarmente como “maravilla de los jardines”, la palabra
“caléndula” viene del latin calenda que designaba el primer dia del
mes. Los romanos, sin embargo, la llamaban Solsequium, que
quiere decir “que sigue al sol”, accion que realizan las flores de la
Caléndula al igual que los girasoles.

Es una de las especies que el Ministerio de Salud Publica ha
incluido entre los medicamentos de origen vegetal cuyo uso ha
sido autorizado. La parte mas empleada son los capitulos florales
0 pétalos, que tienen entre los componentes que se han aislado
los siguientes (Graeza, 1968; Akihisa y cols, 1996; Qiu Xiao y cols,
2001; Yoshikawa y cols, 2001; Bako y cols, 2002):
- Triterpenos: monoesteres del faradiol
- Saponosidos:  calendulésidos  (monodesmoésidos  y
bidesmosidos del acido oleandlico).
- Aceites esenciales: derivados monoterpénicos y
sesquiterpénicos oxigenados.
- Flavonoides insaturados: mono y oligosacaridos del

quercetol e isorramnetol.
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- Polisacaridos: D-galactosa, L-arabinosa, L-fucosa, D-acido

galacturénico, D-xilosa, D-manosa.

- Carotenoides, esteroles, acidos fenoles y vitaminas.

Las flores de esta planta se han empleado en Europa y este
de Asia y numerosas acciones han sido demostradas:
inmunoestimulante (Amirghofran y cols, 2000), antitumoral
(Boucad-Maitre, 1988), antiinflamatoria (Akihisa y cols. 1996;
Zitterl-Eslsser y cols, 1997; Sarrell y cols, 2001 y 2003), analgésica
(Sarrell y cols, 2001 y 2003), antibacteriana (Friedman y cols,
2002), antioxidante (Cérdova y cols, 2002), antiviral (Elie y cols,
2004), anti-VIH (Kalvatchev 'y cols, 1997), diurética,
antidismenorreica e incluso presenta propiedades genotéxicas y
antigenotoxicas en células de higado de ratas cultivadas con
dietilnitrosamina (Pérez-Carre6n y cols, 2002). El extracto de
caléndula esta incluido en una amplia variedad de cosméticos, asi
se han realizado estudios de seguridad in vivo en ratones y ratas.
Se ha evaluado la irritacién dérmica y ocular, la fotosensibilidad,
concluyendo que Caléndula officinalis no es un producto toxico
aunque segun este estudio habria que realizar mas ensayos (No
autores listados, 2001).

Ensayos in vivo de un extracto metandlico de la caléndula y de
una fraccion butandlica han mostrado una accién hipoglucemiante
y gastroprotectora (Yoshikawa y cols, 2001). Ademas la fraccién
butandlica de la caléndula, rica en flavonoides y terpenoides,
presenta una importante actividad antioxidante, que podria
explicar las propiedades antiinflamatorias, bactericidas vy
antisépticas de este extracto (Cordovay cols, 2002).

La actividad antiinflamatoria demostrada junto con su poder
cicatrizante y regenerador de epitelios justifica su amplia utilizacion
en diversas alteraciones de la piel y en la cicatrizacion de heridas
quirdrgicas. Relacionada con esta accién, se ha realizado

-52-



Introduccién

recientemente un estudio con 245 pacientes operadas de cancer
de mama. Estas pacientes recibieron caléndula o trolamina (un
rutinario tratamiento de aplicacion tépica durante la radioterapia
postintervencién) y los resultados mostraron que la presentacion
de dermatitis aguda grado 2 o mas alta fue significativamente mas
baja en pacientes que usaron caléndula en vez de trolamina
(Pommier y cols, 2004). Otros ensayos en los que se estudia su
accion antiinflamatoria son los estudios a doble ciego realizados
en nifios que presentan otalgias asociadas a otitis medias, en los
que se ha comparado el tratamiento con gotas de un producto
compuesto de extractos de varias plantas (caléndula officinalis,
allium sativum, verbascum thapsus, lavender, hypericum
perforatum) con anestésicos en gotas convencionales con o sin
amoxicilina. El porcentaje de reduccién del dolor en el grupo
tratado sélo con el extracto es mayor que los grupos tratados con
antibiéticos y/o anestésicos (Sarrel y cols, 2001 y 2003).

Friedman ha estudiado la actividad bactericida de aceites
esenciales derivados de caléndula contra Campylobacter jejuni,
Escherichia coli, Listeria monocytogenes y Salmonella enterica
observando que el aceite de caléndula presenta una gran actividad
contra C. jejuni (Friedman y cols, 2002) y una actividad antifingica
contra Aspergillus flavus, A. parasiticus, A. ochareus y fusarium
moniliforme. Incluso el extracto organico de las flores secas de la
caléndula ha mostrado una potente actividad anti-VIH in vitro
sobre la trascripcion del virus (Kalvatchev y cols, 1997). Un estudio
muestra una accion antiedematosa de tripterpenos derivados de la
caléndula (Zitterl-Eslseer, 1997).

Las propiedades inmunomoduladoras y antitumorales de la
caléndula, relacionadas con el tratamiento del céancer, han sido
poco estudiadas. Tan solo existen dos estudios relacionadas con

su actividad inmunomoduladora, donde se muestra un aumento de
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la actividad proliferativa de PBLs (indice de estimulacion: 1.34-
1.80) en presencia de caléndula (Wagner y cols 1985; Amirghofran
y cols, 2000). En un dnico estudio preliminar se analiza su
actividad citotdxica in vitro de 5 extractos, en tres lineas tumorales
(MRC5, Hep2, Ehrlich). Las lineas se cultivan con tres
concentraciones de los extractos (100 pg/ml, 500 pg/ml y 1000
pg/ml) midiéndose la viabilidad celular con trypan blue. Los
resultados mostraron una inhibicion de la proliferacion de las
células tratadas con caléndula en comparacion al control entre 20-
100% (Boucad-Maitre, 1988). La accion antitumoral también fue
evaluada in vivo midiendo la ascitis y la supervivencia a las 2
semanas de inocular el carcinoma murino Ehrlich (106 células) y
administrando diariamente 25 mg/kg de peso de cada uno de los
extractos via oral o parenteral (intramuscular e intraperitoneal). La
actividad antitumoral de la caléndula fue evaluada diariamente por
el nimero de supervivientes y por el peso de los ratones. En otros
ensayos se muestra un aumento de la superviviencia en los
animales tratados con uno de los extractos y se concluye que el
extracto de caléndula es més eficaz por via oral que por via

parenteral (Boucad-Maitre, 1988).
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Objetivos

Los objetivos que nos planteamos fueron los
siguientes:

1. Determinacién de las condiciones Optimas del
proceso de obtencion del extracto de caléndula
activado por laser, LACE (Laser Activated Caléndula
Extract)

2. Determinacion de su acciéon in vitro sobre la
proliferaciéon de linfocitos humanos de sangre

periférica

3. Andlisis de su efecto in vitro en la proliferacion de
lineas celulares tumorales derivadas de diferentes
tumores solidos y de leucemias

4. Si alguna actividad es encontrada in Vvitro,
determinacion de los mecanismos moleculares
implicados

5. Estudio de su toxicidad in vivo en ratones y ratas

6. Detecciéon de actividad inmunomoduladora in vivo

sobre linfocitos en ratones

7. Estudio de su actividad antitumoral en modelos

tumorales murinos
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1.- Material y soluciones de uso general

1.1.- Material

Agitador magnético (SBS)

Autoclave (Selecta, Autotester)
Balanza (Denver)

Balanza de precision (Gibertini)

Bafio (Bunsen)

Bomba de vacio

Céamara de flujo laminar (Flow Lab)
Cémara de recuento celular (Neubauer)
Centrifuga (Sigma)

Centrifuga. Microcentrifuga (Biofugue Heraeus)
Congelador de —80°C (Giralt)
Congelador de —20°C

Contenedores de Nitrégeno liquido
Destilador de Agua (Millipore)

Estufa (Selecta)

Estufa de cultivo (Forma Sientific)
FACSort (Becton-Dickinson)

Filtro (Millipore)

Frascos de Cultivo

Guantes desechables

Jeringuillas estériles

Lector de ELISA (Biotek, Power-Wave XS, Izasa)
Liofilizador

Micropipetas (Gilson)

Papel de filtro

PHmetro (Crison)

Placas de cultivo de 6 y 96 pocillos
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Pipetas desechables de 5y 10 ml
Pipetas multicanales

Pipetas Pasteur

Tubos eppendorf de 1.5 ml

Tubos universales de 25 ml y 50 ml

1.2.- Tampones, medios y soluciones

Medio RPMI 1640 (Gibco)

Medio Dulbeco (Gibco, Paisley UK)

Medio Iscove (Sigma)

Tampon PBS (Phosphate Buffered Saline Solution): 10mM
Na,HPO,4, 170mM NaCl, 3mM KCI, pH:7.2

PBS-EDTA: 0.2 g/l de EDTA en PBS

2.- Extracto de caléndula

LACE (Laser Activated Caléndula Extract) se ha obtenido a

través de un nuevo método de extraccion que consiste en:

- Descontaminacion de las flores con agua.

- Machacamiento de las flores de forma manual.

- Tratamiento de las flores machacadas con laser a una
longitud de onda de 250 nm durante 5-10 minutos.

- Posteriomente, maceracion de 100-250 g de la planta
tratada con laser en un litro de agua durante unos 7-15
dias a 4-8° C. Durante este periodo se traté de nuevo con
laser, diariamente durante 10 minutos.

- Separacion de la fase liquida de la sélida por decantacion

o por decantacion seguida de filtracién utilizando filtros de
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5 wum obteniéndose asi un extracto ocre que es
almacenado a — 80° C hasta su uso.

- El extracto acuoso obtenido se somete a un proceso de
liofilizacion y antes de ser utilizado en cultivos celulares es
homogenizado en medio de cultivo (RPMI) y filtrado por
filtros de 0.45 uM para esterilizacion.

La soluciéon stock obtenida por este procedimiento es de 10
mg/ml y dicha solucion se diluye, en medio de cultivo para los
ensayos in vitro o en suero fisioldgico para ensayos in vivo, y asi
obtener las concentraciones deseadas. Las soluciones utilizadas
en este estudio estan en el rango de 2 mg/ml a 15 pg/ml.

Para la realizacion de algunos ensayos hemos utilizado
ademas de este extracto acuoso, otros dos extractos atomizados a
80°C y 120°C.

3.- Cultivos celulares

3.1.- Lineas celulares

En este estudio se han empleado distintas lineas tumorales:

Ando-2 melanoma

AGS carcinoma gastrico
MDA MB-231 carcinoma de mama
DU-145 adenocarcinoma de préstata
A549 carcinoma de pulmon
IMIN PC-1 carcinoma de pancreas
HelLa carcinoma de cérvix
U937 leucemia monocitica
JURKAT leucemia linfoide T
NKL LGL leucemia

B16 melanoma murino

B9 fibrosarcoma murino
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Todas estas lineas han sido obtenidas de American Type
Culture Collection (Manassas, USA), con la excepcion de: la
ANDO-2 proporcionada por P. Coulie (Unidad de Genética Celular,
Universidad de Louvain, Bruselas), la linea IMIN-PC1 obtenida por
F.X. Real (Instituto Municipal de Investigaciones Médicas,
Barcelona), el fibrosarcoma murino B9 producido en nuestro
laboratorio y la linea leucémica NKL proporcionada por Dr. M.
Lépez-Botet (Universidad Pompeu-Fabra, Barcelona).

3.2.- Métodos de cultivo celular

El manejo de las lineas celulares se realiz6 en condiciones de

esterilidad en campana de flujo laminar, usando material y
soluciones estériles. Las lineas: B9, B16, MDA MB-231, AGS, DU-
145, A-549, IMIN PC-1 y HelLa fueron cultivadas en medio DMEM
(GIBCO, Paisley, UK), suplementado con 10% de suero fetal
bovino inactivado (Life Technologies, Milan, Italy), glutamina 2mM,
500 pg/ml ampicilina y 40 pg/ml gentamicina (Genta-Gobens). La
linea ANDO-2 fue cultivada en medio Iscove (Sigma).
Los PBLs (linfocitos de sangre periférica) y la linea leucémica NKL
fueron cultivados en medio RPMI 1640, suplementados con
glutamina 2mM, 500pg/ml ampicilina, 40 pg/ml gentamicina
(Genta-Gobens) y un 10% suero fetal bovino (Life Technologies,
Milan, Italy) en el caso de cultivo de PBLs, mientras que para el
cultivo de la linea NKL al RPMI se le afiade un 10% de suero
humano AB (Sigma Chemical, St Louis, MO; USA) y 1ul/ml de
medio de IL-2 humana recombinante (10000 Ul/ml, Hoffmann-La
Roche Nutley, NJ; USA). Para el cultivo se utilizaron frascos de
cultivo estériles, placas de 6 pocillos o de 96 pocillos y la
incubacion se llevo a cabo en una estufa a 37°C, en una atmoésfera
de 5% de CO; y 90% de humedad.
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El medio de cultivo fue cambiado de acuerdo con su acidificacion,
para lo que se despegaron las células adheridas al plastico del
frasco de cultivo afiadiendo una solucién de PBS-EDTA, en el
caso de lineas derivadas de tumores sélidos y no en PBLs o lineas
leucémicas que no presentan adhesion al frasco o placa de cultivo.
Una vez afiadido el PBS-EDTA, las células se dejan incubar 10
minutos a 37°C, se golpea el frasco y las células se despegan
debido a que el EDTA secuestra el Ca™ que es necesario para
gue las células permanezcan adheridas. A continuacion, se pasa
la suspension celular a frascos universales estériles y se
centrifuga a 200xg durante 5 minutos. Se desecha el
sobrenadante y el botén de células se resuspende en medio de
cultivo nuevo, pasandolo posteriormente a otro frasco de cultivo.
Cuando el frasco se satura las células se duplican en dos frascos

de cultivo nuevos siguiendo el procedimiento anterior.

3.3.- Congelacion de las células

Para conservar las lineas celulares durante un largo periodo
de tiempo, se congelan las células en nitrégeno liquido. El proceso
consiste en centrifugar las células a 200xg en frascos universales
durante 5 minutos y resuspenderlas en suero fetal bovino
inactivado con un 10% de DMSO (dimetil-sulfoxido). Se
distribuyen en criotubos y se introducen rapidamente en el
congelador de — 80°C, pasandose a las 24h a nitrégeno liquido.
Para descongelarlas se introducen en un bafio a 37°C vy
posteriormente se lavan dos veces con PBS estéril, para eliminar
los restos de DMSO. Por ultimo, son resuspendidas en medio de

cultivo y depositadas en frascos de cultivo.
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3.4.- Lavado de las células

Esta operacion se realiza para retirar los restos de medio de
cultivo cuando las células van a ser sometidas a algun
experimento posterior o cuando las células van a ser congeladas.
Se centrifugan las células a 200xg durante 5 minutos y al botén
celular se le afiade 20ml de PBS estéril, volviéndose a centrifugar.

4.- Animales

Se han utilizado ratones inmunocompetentes (cepas:
BALB/c, C57/BL6 y CBA) de 6 a 8 semanas de edad, con un peso
medio aproximado de 20 g y ratas Wistar de 4-6 semanas de edad
y de 150 g de peso, procedentes del animalario del H.U.Virgen de
las Nieves. Los ratones BALB/c atimicos nu/nu fueron obtenidos
de Charles River (CRIFFA, Barcelona). Los animales fueron
manipulados en condiciones libres de patégenos y conforme a las

normas aprobadas por nuestra institucion.

5.- Proliferacion in vitro de linfocitos de sangre periférica
humanos (PBLSs) tratados con LACE

Los linfocitos humanos se aislan a partir de sangre venosa
periférica mediante un gradiente de densidad en Ficoll Isopaque
(Histopaque 1077, Sigma Diagnostics). En primer lugar, se diluye
la sangre total con PBS y esta suspension se deposita en un tubo
con 3 ml de Ficoll. A continuacion se centrifuga 30 minutos a
400xg a temperatura ambiente. Tras la centrifugacion se aspira
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con una pipeta Pasteur la interfase opaca que queda entre el Ficoll
y el plasma, que es la que contiene las células mononucleares.
Para la realizacion de este ensayo utilizamos el Kit Anti-BrdU
colorimétrico, Cell Proliferation ELISA (Roche Diagnostics), una
alternativa al ensayo radiactivo de incorporacion de [*H] timidina.
El fundamento de este test es la incorporaciéon de BrdU, un
analogo de la pirimidina, a las nuevas células sintetizadas
ocupando el lugar de la timidina. Después de esta incorporacion
en el DNA, el BrdU es detectado por inmunoensayo.

El protocolo a seguir es el siguiente:

¢ Los PBLs obtenidos con este método se cultivan en una placa
de 96 pocillos en medio de cultivo completo, en un nimero de 5 x
10* células/pocillo, a 37°C en una atmésfera del 90% humedad y
con 5% de CO,. Se ponen de 12-24 pocillos con las mismas
concentraciones de células y de extracto. Cada ensayo se realiza
como minimo tres veces.

¢ Los PBLs se tratan durante 72 horas con distintas
concentraciones de LACE (2 mg a 15 pg/ml) con el fin de
conseguir un efecto dosis-respuesta y como controles positivos se
cultivan con Concanavalina A o Fitohemaglutinina (PHA) a unas
concentraciones que oscilan entre 10 pg y 1.25 pg/ml
obteniéndose un volumen final de 150 pl/pocillo.

¢ Después de 48 h en cultivo en presencia o ausencia de LACE
se afladen 15 pl/pocillo de 5-bromo-2-desoxiuridina (BrdU) a una
concentracion final de 10 uM y se deja incubar otras 24 horas.

¢ A las 72 horas, las células se centrifugan a 300xg durante 10
minutos, se aspira el medio de cultivo de todos los pocillos y se

fijan las células por calor (60° C en una estufa durante 1 hora).
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¢ Se afladen 200 pl/pocillo de Fix Denat y se deja incubar 30 min
a 15-25 °C con el fin de provocar la desnaturalizacion del DNA
necesaria para mejorar la incorporacion del anticuerpo anti-BrdU.

¢ Después de este tiempo, se aspira el Fix Denat, se afiade 100
wi/pocillo de solucion del anticuerpo Anti-BrdU y se deja incubar 90
minutos a 15-25° C o 1 h a 37°C. El Anti-BrdU se une asi al BrdU
incorporado al DNA.

¢ Tras esta incubacion se realizan tres lavados con 200-300
wl/pocillo de solucion de lavado. Después de realizar el dltimo
lavado se aspira la solucion de lavado, se afiade 100 pl/pocillo de
TMB (tetramethyl-benzidine) como solucién de sustrato y se deja
incubar a 15-25 °C hasta observar un cambio de color suficiente
como para ser detectado fotocolorimétricamente (5 a 30 min).

¢ La reaccién se cuantifica con la medicion de las absorbancias
usando un espectrofotometro multipocillos (Biotek, Power-Wave
XS) a una longitud de onda de 450 nm (referencia longitud de
onda), en varios tiempos, tras afiadir la solucion de sustrato con el
fin de determinar el resultado éptimo para cada célula.

La intensidad del color o lo que es lo mismo, los valores de las
absorbancias se correlacionan con la cantidad de sintesis de DNA
y por lo tanto con la proliferacion de las células en los
microcultivos.

Medio de cultivo solo y células incubadas con anti-BrdU en
ausencia de BrdU fueron usados como control de marcajes no

especificos.
6.- Ensayo de citotoxicidad in vitro
Lineas celulares tumorales humanas son cultivadas en

placas de 96 pocillos, en un nimero de 3x103-5x103/pocillo,

durante 48-72 horas, con el medio de cultivo mas adecuado para
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su crecimiento (Dulbeco, Iscove, RPMI) al que se le afiade un 10%
de suero fetal bovino o humano en el caso de la linea NKL y
distintas concentraciones de LACE (2 mg-15 pg/ml) en un volumen
final de 150 pl/pocillo. Cada 48 horas el medio de cultivo es
reemplazado y se afiade nuevo extracto de caléndula.

Se ponen como controles, pocillos sin LACE y en el caso de la
linea celular NKL, se ponen como controles pocillos con IL-2
recombinante humana (1 pl/ml de 10000 U/ml de IL2 ) ya que esta
linea es dependiente de IL-2 para su crecimiento.

La cuantificacion de la proliferacién de estas lineas se va a realizar
por lectura por ELISA con el Kit AntiBrdU colorimétrico, Cell
Proliferation ELISA (Roche Diagnostics). Asi, después de 48-96 h
de cultivo en presencia o ausencia de LACE se afiade 15 pl/pocillo
de 5-bromo-2-desoxiuridina (BrdU) de 10 uM de concentracion y
se deja incubar de 1 a 3 horas. A continuacién las células son
procesadas siguiendo el mismo protocolo del apartado anterior.
Medio de cultivo solo y células incubadas con anti-BrdU en
ausencia de BrdU fueron usadas como control de uniones no
especificas. Todos los experimentos fueron repetidos al menos
tres veces y los pocillos fueron puestos por triplicado.

De forma paralalela, la proliferacion celular también se
determind in vitro, directamente con el recuento celular con Trypan
Blue. De esta manera, las lineas celulares se mantuvieron en
cultivo en frascos de cultivo o en placas de 6 pocillos (NKL vy
JURKAT) durante 2, 4 o 6 dias con LACE a una concentracion de
250 pg/ml 0 1 mg/ml. Se partié de un nimero inicial de células de
1.5x10° a 2x10° y se cultivaron con los medios de cultivo mas
adecuados para su crecimiento. Cada dos dias se cambio el
medio de cultivo suplementado con 250 pg/ml de LACE. Las
células incubadas con medio de cultivo solo fueron usadas como

control.
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Al cabo de 4 o 6 dias (depende del crecimiento de cada linea
celular) se aspiraron las células de las placas de 6 pocillos (NKL)
con ayuda de una pipeta Pasteur o se despegaron de los frascos
de cultivo con PBS EDTA y se centrifugaron en un tubo universal a
300xg (U937, NKL y JURKAT) o a 200xg (lineas derivadas de
tumores sélidos). Seguidamente, las células centrifugadas se
resuspendieron en un volumen determinado de PBS y una
pequefia muestra de esta suspension celular se diluy6 en 0.4% de
Trypan Blue. De esta dilucion marcada se coge un pequefio
volumen con una pipeta Pasteur, se deposita en la camara de
Neubauer y se visualizan las células con un microscopio Optico
invertido de contraste de fases (Olimpus). Las células marcadas
por Trypan Blue seran las muertas y las no marcadas seran las
viables, contadas en cada uno de los cuatro cuadrantes de las
esquinas y en el cuadrante central. Cada linea celular fue contada

de esta manera al menos tres veces.

7.- Andlisis de las fases del ciclo celular

Se han realizado ensayos para identificar las distintas
fases del ciclo celular utilizando el Kit “Brdu Flow” (BD Pharmigen).
En este método, el BrdU (un analogo del precursor de la pirimidina
del DNA) es incorporado en el DNA de las nuevas células
sintetizadas en el lugar de la timidina y esta incorporacion es
marcada con anticuerpos especificos anti-BrdU fluorescentes y de
forma opcional también se puede marcar con 7-amino
actinomicina D (7-AAD) que se une al DNA total. Con esta
incorporacion de dos colores para el analisis por citometria de flujo

se caracterizan las células que estan activamente sintetizando
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DNA (incorporacién de BrdU, fase S) y las posiciones en el ciclo
celular (Go/G,, G,/M, definidas por 7AAD).

El protocolo a seguir es el siguiente:

* Los PBLs humanos obtenidos por el método del Ficoll se cultivan
en placas de 6 pocillos a 37°C y en una atmésfera himeda con
CO,, durante 96 horas en un nimero de 5 x 10° células por pocillo.
Como medio de cultivo se utilizo6 RPMI completo al que se le
aflade LACE a unas concentraciones que oscilaban entre 1mg/ml
a 250 pg/ml. Como control negativo utilizamos PBLs sin tratar y
como controles positivos IL-2 y Concanavalina A.

Del mismo modo, las lineas celulares tumorales humanas
se cultivan en frascos de cultivo durante 96 horas a 37°C con
LACE a unas concentraciones que oscilan entre 1mg/ml a 250
pg/ml, y como controles se utilizaron lineas tumorales sin tratar.

* A las 72 horas de mantener las células en cultivo se marcan
durante 1 hora o 24 horas con Bromo-desoxiuridina (Brd-U)
(10wl/ml de medio a una concentracion de 1mM) que se incorpora
al DNA de las nuevas células sintetizadas.

» Después de esta incubacién, las células se aspiran de sus
pocillos, se lavan dos veces con 1 ml de Staining buffer y se
centrifugan a 200-300xg. Posteriormente, se resuspenden las
células y se permeabilizan con 100 pl de Cytofix/Cytoperm buffer
por tubo (15 a 30 minutos de incubacion a temperatura ambiente o
en hielo).

* A continuacion se vuelven a lavar las células con 1 ml de Wash
Buffer y una vez resuspendidas se incuban durante 10 min en frio
con 100 ul BD Cytoperm Plus Buffer.

« Las células son lavadas de nuevo con 1 ml de Wash/Buffer y se
repite la incubacion con 100 pl de Cytofix/Cytoperm durante 5

minutos a temperatura ambiente o en frio.
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» Una vez que las células han sido permeabilizadas y fijadas se
realiza el Gltimo lavado con 1 ml de Wash/Buffer, las células
resuspendidas se tratan con 100 pl de DNasa a una concentracion
de 30 pg/ml por cada tubo, durante 1 hora a 37°C.

» Posteriormente, se lavan las células, se afiade 50 pl del
anticuerpo fluorescente especifico anti-BrdU (1/50) y se deja
incubar durante 20 minutos a temperatura ambiente.

» Tras lavar las células con 1 ml de Wash Buffer, se incuban
durante 20 minutos (a temperatura ambiente o en frio) con 20 pl
de 7 aminoactinomicina D (7AAD) que se une al DNA total y se
protegen de la luz.

e Por dltimo y tras lavar las células con Wash Buffer, se
resuspenden en 1 ml de Staining Buffer y se procede al analisis
de al menos 50.000 células, por citometria de flujo mediante
FACScan (Becton-Dickinson) utilizando el programa Cell
ProQuest.

8.- Ensayo de Anexina V para detectar células apoptéticas

Para este ensayo de apoptosis se ponen en cultivo PBLs
humanos (5 x 10° células/pocillo) y las lineas tumorales
mencionadas anteriormente (15 x 10* células/falcon), con los
medios de cultivo més adecuados para su crecimiento y con LACE
a una concentracion de 1 mg/ml y 250 pg/ml durante 4 dias a 37°C
y con 5% de CO.. A los dos dias de poner en cultivo las células se
reemplaza el medio de cultivo con la concentracién de LACE
correspondiente.

Después de 4 dias en cultivo las células que no se adhieren se
recogen en tubos universales, las que presentan adhesion al
frasco de cultivo se despegan con PBS EDTA y se pasan a un

tubo universal junto con las células que estan flotando en los
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frascos de cultivo. A continuacién las células se lavan dos veces
con PBS y se resuspenden en Binding Buffer en una
concentracién de 1 x 10° células por ml. Unos 100 ul de esta
soluciéon se incuban con 5 pl del anticuerpo Anexina V (BD
Biosciences) y 5 ul de 7 amino-actinomicina D (7-AAD) a
temperatura ambiente durante 15 min y en la oscuridad. Después
de este tiempo se afiade 400 pl de Binding Buffer por tubo para el

analisis por citometria de flujo con el programa Cell ProQuest.
9.- Expresion de caspasa-3

Se ha usado el anticuerpo monoclonal conjugado FITC de
Caspasa-3 (BD Biosciences) para determinar si la proteasa
Caspasa-3 esta involucrada en la apoptosis de células tratadas
con LACE. Asi después de mantener las células en cultivo durante
4 dias con LACE del mismo modo que el comentado en el ensayo
anterior, se recogen tanto las células que estan flotando como las
pegadas, en este caso con ayuda de PBS EDTA, se lavan dos
veces con PBS, se fijan y se permeabilizan con Cytofix/Cytoperm
Buffer a una concentracion de 1x10° células por 0.5 ml por tubo
durante 20 min en hielo. A continuacion, se lavan dos veces con
0.5 ml de Perm Wash Buffer/1x10° células a temperatura ambiente
y las células resuspendidas se incuban con el anticuerpo
monoclonal conjugado FITC anti-actividad caspasa-3 durante 30
min a temperatura ambiente y en la oscuridad. Tras la incubacion,
las células se lavan dos veces con Perm Wash Buffer y después
del ultimo lavado se afiaden 500 ul de Perm Wash Buffer para

finalmente ser analizadas por el citbmetro.
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10.- Deteccion de expresion de ciclinas

Para la realizacién de este ensayo se cultivan las lineas
tumorales AGS y JURKAT en presencia o ausencia de 250 pg/ml
de LACE durantes 96-144 horas, renovandose cada 48 horas el
medio de cultivo y afiadiendo nuevo LACE. Después de este
periodo las células se recogen, se lavan dos veces con PBS, se
resuspenden en Stainning Buffer y se centrifugan. Al pellet
obtenido se le afiade Citofix/Citoperm y se deja incubar 30 minutos
a 4°C. A continuacién, a estas células ya fijadas vy
permeabilizadas, se les afiade 20 pl de los anticuerpos anti-
Ciclina D1 y anti-Ciclina E (BD Pharmingen) a una concentracion
de 1 x 10° de células, durante 30 minutos. Como control, se utiliza
un isotipo control de los anteriores anticuerpos en el mismo
volumen. Después de esta incubacion se lavan las células y se
afiade 10 pl ioduro de propidio durante 10 minutos. Por ultimo se
lavan las células y se resuspenden en Stainning Buffer para el

analisis por citometria de flujo.

11.- Analisis de factores transcripcionales implicados en el

ciclo celular

Se realizé un ensayo para identificar distintos factores
transcripcionales: E2F1, E2F2, DP1, p107 y Rb, implicados en la
regulacion del ciclo celular. Las lineas tumorales humanas AGS y
JURKAT se cultivaron durante 96-144 horas con LACE. Como
controles se utilizan estas células sin tratar. En primer lugar, una
vez cultivadas las células se recogen y se procede a la extraccion
de proteinas nucleares con el Kit TransFactor Extraction (BD
Biosciences). Se lavan las células 2 veces con PBS, se estima el

volumen del pellet obtenido, se afiade un volumen de buffer de
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lisis equivalente a 5 veces el volumen de células y se deja incubar
15 minutos en hielo. A continuacién, se centrifugan, se decanta el
sobrenadante y se afiade de nuevo un volumen de buffer de lisis
equivalente a 2 veces el volumen del pellet. Esta suspension se
carga en una jeringa y se pasa de forma enérgica por una aguja
del nimero 27, se repita este paso 10 veces y se centrifuga 20
minutos a 11.000xg. El sobrenadante que se obtiene sera la
fraccion citosolica. Para la extraccion nuclear, se resuspende el
pellet en 2/3 de su volumen de Extraction Buffer, se carga esta
suspension en una jeringa y se vuelve a pasar 10 veces por una
aguja del nimero 27. Esta suspensién se deja incubar 30 minutos
a 4°C con agitacion. Tras la centrifugacion a 13.000xg durante 15
minutos se recoge el sobrenante que contiene la fraccion nuclear.
Las proteinas obtenidas se cuantificaron con el Kit RC DC Protein
Assay (BioRad) y las absorbancias se midieron a 750 nm por
espectrofotometria. A continuacién, se siguié el protocolo descrito
en el Kit BD TransFactor (BD Biosciences). Asi, se afiade 5 pg o
20 pg de proteinas nucleares tanto de las células tratadas como
no tratadas en un volumen de 50 pl de Transfactor Buffer Blocking
por pocillo y se deja incubar 60 minutos a temperatura ambiente. A
continuacioén, se realizan 4 lavados con 150 pl de Transfactor
Buffer y se incuban con 100 pl de anticuerpo correspondiente, 30
minutos a temperatura ambiente. Después de esta incubacién se
lavan los pocillos 4 veces con 250 pl de Transfactor Buffer y se
afiaden 100 pl de TMB sustrato. Una vez conseguida la coloracién
azul, la reaccion se para con 100 pl de solucién stop por pocillo y
se realiza la lectura con un lector de ELISA a 655 nm (Biotek,
Power-Wave).
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12.- Western Blot

El estudio de las proteinas: CDK1/Cdc2, CDK2, CDK4,
ciclina A, Ciclina B, Ciclina D3, p19, p36/MAT1, PCNA, Rb, Rb2 y
RBBP implicadas en el ciclo celular se realizé6 por Western-Blot.
Se cultivaron células tumorales de las lineas AGS y JURKAT con
LACE a una concentracion de 250 pg/ml durante 96-144 horas,
retirandose el medio de cultivo cada dos dias y afladiendo nuevo
LACE. Como control se utilizaron células de estas dos lineas
cultivadas con medio de cultivo sélo. A continuacion, se procede a
la extraccion de proteinas totales siguiendo el protocolo descrito
en el Kit TransFactor Extraction (BD Biosciences). En primer lugar,
se despegan las células con PBS-EDTA, se realizan 2 lavados con
PBS, se decanta el sobrenadante y se estima el volumen del
pellet. Se afiade un volumen de Buffer de lisis equivalente a 5
veces el volumen del pellet y se incuba 30 minutos en hielo. Tras
la centrifugacion de la solucién a 13.000 x g durante 30 minutos se
recoge el sobrenadante que contiene las proteinas totales. Estas
proteinas se cuantifican, antes de realizar el ensayo, con el Kit RC
DC Protein Assay. Se realizé una electroforesis de 35 a 40 pg de
proteinas, en Laemmli Sample Buffer (Bio-Rad) (1:2) a la que le
afiadimos 2-mercaptoethanol (Sigma), en geles de poliacrilamida
SDS-PAGE (Ready Gel, 10% Tris-HCI, Bio-Rad). Se somete a un
voltaje de 100 V durante 60-90 minutos, en solucién 1x Tris
Glycine SDS. Como peso molecular se utilizé6 Precision Plus
Protein Kaleidoscope Standard (Bio-Rad). Tras realizar la
electroforesis, se transfiere el gel a una membrana, siguiendo el
protocolo del Kit, Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell
(Bio-Rad). A continuacion, se equilibra el gel y las membranas de
PVDF (polyvinylidene difluoride) en Transfer Buffer (25 mM Tris,
192 M Glycine, 0.1% SDS, 20% de metanol). Se prepara el
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sandwich con la membrana y el gel y la transferencia se realiza a
un voltaje de 100 V durante 60-90 minutos. Después de esto, la
membrana se lava tres veces con agua bidestilada vy
seguidamente se realizan 2 lavados de cinco minutos cada uno
con PBST (PBS con 0.1% de Tween-20). A continuacion, se
bloguea la membrana durante 1 hora con una solucién 3% Blocker
(665 ml de PBST con 20 g de leche semidesnatada en polvo,
Blotting Grade Blocker, Bio-Rad). Después de este periodo se
realizan dos lavados con PBST y se incuba la membrana con los
primeros anticuerpos (anti-Cdk1/Cdc2, Cdk2, Cdk4, ciclina A,
Ciclina B, Ciclina D3, p19, p36/MAT1, PCNA, Rb, Rb2, RBBP)
durante 90 minutos. Seguidamente la membrana se lava 2 veces
con PBST y se incuba 60 minutos con el segundo anticuerpo
(Goat anti-Mouse IgG-HRP, BD Biosciences Pharmingen). Por
Ultimo, se realizan dos lavados con PBST, y se afiade una
solucion colorimétrica, Opti-4CN (Bio-Rad) durante 5 a 30 minutos,

hasta detectar el nivel deseado.
13.- Estudio de subpoblaciones de PBLs tratados con LACE

PBLs humanos obtenidos de sangre periférica tras
centrifugacion por gradiente de Ficoll se resuspenden en PBS para
ser contados con una cdmara de Neubauer. A continuacion, 5 x
10° células se cultivan en medio sélo (células control) o con
LACE, a unas concentraciones de 250 pg/ml y 1 mg/ml, en placa
de 6 pocillos en un volumen de 4 ml por pocillo, durante 4 dias a
37°C en una atmdsfera himeda de 5% de CO,. A las 72 horas, se
afiade BrdU a las células en cultivo y se deja incubar durante 24
horas. Después de esta incubacion, las células se aspiran con una
pipeta Pasteur, se lavan dos veces con PBS y se incuban con

anticuerpos monoclonales conjugados con fluorocromo: anti-CD4,
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anti-CD3, anti-CD19, anti-CD56, anti-CD69; anti-BrdU y anti-DR
(Becton-Dickinson) durante 30 min a temperatura ambiente y en la
oscuridad. Una vez incubadas las células con los anticuerpos, se
lavan de nuevo con PBS, se resuspenden en Staining Buffer y se
analizan unas 10.000 células por citometria de flujo con el

programa Cell ProQuest (Becton-Dickinson).

14.- Ensayos in vivo

14.1.- Protocolo de toxicidad in vivo

Para los ensayos de seguridad biolégica se hicieron
diferentes grupos de animales, cada grupo compuesto por 10
animales, a los que se les administran diferentes dosis del LACE.

Los ensayos se realizaron en tres cepas de ratones
inmunocompetentes: Balb/c, CBA y C57/BL6 de 6-8 semanas de
edad y con un peso aproximado de 20 g por ratdon. También se
han empleado ratas Wistar de unos 4-6 semanas de edad y con
un peso aproximado de 150 g obtenidas del animalario del H.U
Virgen de las Nieves. Los animales fueron manipulados en
condiciones libres de patégenos y conforme a las normas
aprobadas por nuestra institucion. LACE fue administrado
oralmente por canula una vez al dia durante 4 semanas. De cada
cepa se pusieron 5 grupos, compuestos cada uno por 10 ratones,

denominados segun la dosis administrada:

- Control: se le administré 200 pl de agua

- LACE-A: se le administré una dosis de LACE de 2.750 mg/Kg de
peso en un volumen de 200 pl (solucién 5X).

- LACE-B: se le administr6 a cada animal una dosis de LACE de

550 mg/kg de peso, en un volumen de 200 pl ( Solucién 1X).
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- LACE-C: se le administr6 a cada animal una dosis de LACE de

55 mg/Kg de peso, en un volumen de 200 pl (Solucién 0.1X).

- LACE-D: se le administr6 a cada animal una dosis de LACE de

11 mg/kg de peso, en un volumen de 200 pl (Solucion 0.02X)
Después de este periodo los animales restantes fueron

mantenidos durante un periodo adicional de un mes para evaluar

los efectos toxicos tardios tras la administracion reiterada del

producto.

14.2.- Estudio de subpoblaciones de linfocitos en ratones
tratados con LACE

Para la realizacion de este ensayo se han utilizado ratones
Balb/c de 6 a 8 semanas de edad y con un peso aproximado de 20
g procedentes del animalario del Hospital Universitario Virgen de
las Nieves. A estos animales se les administr6 LACE por distintas
vias y concentraciones. Se establecieron 6 grupos de ratones:
-Control: no se le administra nada.
-Control oral: se administra S.F. via oral
-Control intraperitoneal: se administra S.F. via intraperitoneal.
-Via oral: se administra LACE a través de una canula a una
concentracion de 50 mg/kg de peso (1 mg/raton) tres veces por
semana, durante 1, 2 0 4 semanas.
-Via intraperitoneal: se administra LACE a una concentracion de
25 mg/kg de peso dos veces a la semana, durante 1, 2 o 4
semanas.
-Taxol (paclitaxel): se administra via intraperitoneal a una
concentracion de 5 mg/kg de peso (100 pg/raton) dos veces a la
semana durante 1, 2 0 4 semanas.

Después de la administracion de LACE durante 1, 2 0 4

semanas, se sacrifican los animales con la extraccion de sangre
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de la vena cava. La sangre es incubada con anticuerpos: Anti-
CD23, anti-CD45, anti-CD49, PANK, anti-CD4, anti-CD3 y con el
marcador de activacion CD69 durante 30 minutos. Después de
este tiempo se afiade buffer de lisis de eritrocitos (PharM Lyse, BD
Biodciences Pharmingen), se realizan lavados con PBS y se
resuspende en 400 pl de Binding Buffer por tubo, para el analisis

por citometria de flujo con el programa Cell ProQuest.
14.3.- Crecimiento local en ratones inmunocompetentes

Para los ensayos de crecimiento local hemos utilizado
ratones machos de la cepa C57/BL6 de 6-8 semanas de edad y
con un peso aproximado de 20 g por ratén, procedentes del
animalario del Hospital Universitario Virgen de las Nieves. Se
inyectaron subcutaneamente en la pata 5x10° células de la linea
tumoral B16 (melanoma murino). Una vez inyectados, para evaluar
el efecto in vivo de LACE, se establecieron 6 grupos distintos de
ratones (10 ratones por grupo) empezandose a administrar el
extracto o el S.F. el mismo dia de la inyeccion de las células
tumorales. Se hicieron los siguientes grupos:

-Control: no se le administra nada.

-Control oral: se administra S.F. via oral

-Control intraperitoneal: se administra S.F. via intraperitoneal.

-Via oral: se administra LACE a través de una canula a una
concentracion de 50 mg/kg de peso (1 mg/ratén) tres veces por
semana.

-Via intraperitoneal: se administra LACE a una concentracion de
25 mg/kg de peso (0.5 mg/ratén) dos veces a la semana.

-Taxol (paclitaxel): se administra via intraperitoneal a una
concentracion de 5 mg/kg de peso (100 pg/raton) dos veces a la

semana durante las 3 primeras semanas.
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El crecimiento tumoral fue vigilado 3 veces a la semana,
midiéndose el diametro mayor del tumor.

Los ratones fueron manipulados en condiciones libres de
patégenos y conforme a las normas aprobadas por nuestra

institucion.
14.4.- Crecimiento local en ratones atimicos (nu/nu)

Se han utilizado ratones atimicos (nu/nu) de 6-8 semanas
y con un peso medio aproximado de 20 g procedentes de Charles
River (Barcelona). Los ratones fueron manipulados en condiciones
libres de patégenos. A estos animales se les inyectaron 5 x 10° de
células del melanoma humano ANDO-2 y se establecieron 6
grupos distintos con 10 ratones cada uno:
-Control: no se le administra nada.
-Control oral: se administra S.F. via oral
-Control intraperitoneal: se administra S.F. via intraperitoneal.
-Via oral: se administra LACE a través de una canula a una
concentracion de 50 mg/kg de peso (lmg/ratén) tres veces por
semana.
-Via intraperitoneal: se administra LACE a una concentracion de
25 mg/kg de peso (0.5mg/ratén) dos veces a la semana.
-Taxol (paclitaxel): se administra via intraperitoneal a una
concentracion de 5 mg/kg de peso (100 pg/raton) dos veces a la
semana durante las 3 primeras semanas.
Tanto el taxol, como LACE o el S.F. se comenzaron a administrar
un dia después de la inyeccién de las células tumorales.
El crecimiento tumoral fue vigilado 3 veces a la semana,

midiéndose el diametro mayor del tumor.
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1.- Ensayo de proliferacion in vitro de linfocitos tratados con
LACE

Para determinar el efecto in vitro de LACE sobre linfocitos
humanos de sangre periférica (PBLs) se realiz6 una curva dosis-
respuesta, utilizando concentraciones de LACE de 15.62 pg/ml a 2
mg/ml y la proliferacion fue medida por la incorporacion de BrdU al
DNA de las células.

En la Figura 8 se muestran las absorbancias obtenidas
cuando los PBLs se cultivan en una placa de 96 pocillos en un
nimero de 5 x 10* células/pocillo, durante 72 horas con 8
concentraciones distintas de LACE que oscilan desde 0 (control:
linfocitos cultivados sin LACE) hasta 2 mg/ml, siendo la
concentracion 1 de 15.62 pg/ml, la 2 el doble de la primera y asi
sucesivamente hasta alcanzar los 2 mg/ml de la concentracion
namero 8 (Figura 8). Como se puede observar, las absorbancias
muestran un incremento de proliferacién de PBLs humanos, de 2 a
5 veces superior al control, consiguiéndose la mayor proliferacion
con las concentraciones de 125, 250 y 500 pg/ml. Por otra parte,
esta proliferacion la podemos comparar con dos controles
positivos, la Concanavalina A (10 pg/ml, 1.25 pg/ml) y la IL-2. Si
consideramos el 100% de proliferacion el valor de las
absorbancias cuando PBLs son cultivados con Concanavalina A
podemos decir, que la proliferacion alcanzada cuando PBLs son
cultivados con LACE, ronda entre un 17%, obtenida con la
proliferacion numero 1, hasta un 36% obtenida con la
concentraciéon 5 y 6 (250 y 500 pg/ml) (Figura 8). Si las
absorbancias obtenidas con LACE las comparamos con las
obtenidas con IL-2, observamos que representan desde un minimo
de 26% con la concentracion nimero 1 (15.62 pg/ml) hasta un

méaximo del 54% con la concentracion numero 5 y 6 (250ug/ml)
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(Figura 8). Si los resultados son expresados como indice de
estimulacion (IE:absorbancia de linfocitos tratados dividido por
absorbancia de linfocitos no tratados) el IE ace = 2.5, IE,= 4.4,
IEcona = 6.5. Es importante destacar, que los PBLs no fueron
sometidos a ninguna estimulacion previa. Cuando conjuntamente
se cultivan los PBLs con LACE y Concanavalina A o con IL-2 los
niveles de proliferacion obtenidos son similares a los encontrados
con IL-2 o Concanavalina A solos.

Estos ensayos también fueron realizados usando un extracto de
caléndula sin tratar con laser, al que llamamos CE, las
absorbancias fueron practicamente idénticas, indicando que
ambos extractos presentan similares incrementos de proliferacion
de PBLs.

14

12

08

0,6

Absorbancias

04

02

Concentraciones

B Concan A LACE NL-2

Figura 8. Efecto dosis-respuesta de PBLs cultivados en placas de 96 pocillos (5 x
10" células/pocillo) en presencia de 8 concentraciones de LACE (15.62 ug/ml a 2
mg/ml) durante 72 horas. La proliferaciéon fue determinada por un ensayo
colorimétrico de BrdU (Cell proliferation ELISA). Como controles negativos
representamos PBLs cultivados con medio de cultivo solo (concentracion 0) y como
controles positivos los PBLs se cultivan con IL-2 y Concanavalina A. Cada columna

representa la media de 3 ensayos independientes + SD
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Se quiso esterilizar el extracto, a través de un método de
atomizacién a 80° C y a 120° C. Tras someter LACE a este
proceso se realizaron ensayos de proliferacion de PBLs para
evaluar su actividad bioldgica. Los resultados muestran que con el
extracto acuoso a unas concentraciones de 125 pg/ml, 250 png/ml y
1 mg/ml, se consigue un incremento de proliferacion de PBLs
superior al obtenido con el extracto atomizado a 80°C (at. ) y a
120°C (at. Il) (Figura 9). La actividad obtenida con el atomizado a
80°C representa un 30% respecto al extracto acuoso con la
concentracion de 125 pg/ml y de un 7% con la concentraciéon de
250 pug/ml y 1 mg/ml. Con el extracto atomizado a mas de 120°C
observamos que los niveles de absorbancias obtenidos vienen a
ser de tan solo un 7.23% respecto a los obtenidos con el extracto
acuoso (Figura 9). De esta manera, podemos decir que con el
extracto atomizado a mas de 120 °C se pierde practicamente esta
actividad mitégena.

Todos estos ensayos se realizaron al menos tres veces y
se pusieron de 12-24 pocillos, con el mismo producto y
concentraciones, obteniendo finalmente unas medias que son las

representadas en la figura.
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Figura 9. Comparacion de la proliferacion de PBLs, por un ensayo colorimétrico de
BrdU (Cell proliferation ELISA), tras ser cultivados durante 72 h con 3
concentraciones distintas de caléndula sometida a distintos procesos: un extracto
liguido (LACE-lig), un extracto atomizado a 80°C (LACE-at I) y un extracto
atomizado a mas de 120°C (LACE-at Il). Se representan la medias + SD de tres

ensayos independientes

2.- Estudio del ciclo celular de PBLs

Como hemos visto en los resultados anteriormente
comentados, los PBLs proliferan en presencia de este extracto, lo
gue no ocurre cuando son cultivados sélo con medio de cultivo,
por lo que decidimos estudiar las modificaciones que se producen
en el ciclo celular. Cuando PBLs humanos son cultivados in vitro

con solo medio de cultivo, la mayoria de los linfocitos, un 88.55%,
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se encuentran en la fase G,/M, es decir, estos no son capaces por
si solos de entrar en ciclo celular y dividirse (Figura 10). Sin
embargo, cuando los PBLs son cultivados durante 96 horas con
medio de cultivo al que se le afiade 250 pg/ml LACE, se produce
una entrada de estas células en el ciclo celular, pudiéndose
identificar las distintas fases del ciclo celular de unas células que
estan proliferando. De esta manera, nos encontramos un 19.62%
de los linfocitos en fase S, un 33.44% en fase G,/M y un 22.23%
en fase Go/G; (Figura 10).

Del mismo modo, los PBLs también entran en ciclo celular
cuando son cultivados durante 96 horas con 1pl de IL-2/ ml de
medio de cultivo (10000 U/ml), encontrandonos los siguientes
porcentajes: un 11.24% en fase S, un 44.79% en fase G,/M y un
7.24% en fase Gy/G;.

‘ \ﬂwlgez"os

| &
V' 22.23% G4,
33.44%GoM

24%(;0/(31 / /
44.7 %GZ!M

LACE 250 ng/ml

Control IL-2

Figura 10. Analisis de la distribucion de linfocitos en el ciclo celular, tras se
cultivados durante 96 h con 250 pg/ml de LACE y con IL-2. Como control se
cultivan PBLs con medio de cultivo solo. Los datos indican el porcentaje de células
en cada fase del ciclo celular. Se muestran los resultados de un ensayo

representativo de los tres analizados
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3.- Andlisis in vitro de subpoblaciones de PBLs activadas por
LACE

Se analizaron las diferentes subpoblaciones de PBLs
humanos que proliferan in vitro después del tratamiento con LACE.
Las diferentes subpoblaciones fueron analizadas por citometria de
flujo, marcando PBLs tratados y no con LACE con anticuerpos
monoclonales: antiCD4, antiCD19, antiCD56, antiCD3, antiCD5; y
con los marcadores de activacién CD69 y DR. En PBLs control, las
subpoblaciones son 46.27% CD4+, 10.91% CD19+ y 4.64%
CD56+/CD3+ (Figura 11). Los PBLs tratados con LACE presentan
un incremento significativo de células CD4+, CD19+ vy
CD56+/CD3+ en relacion al cultivo control con porcentajes de:
59.15% CD4+, 37.71% CD19+ y 92.24% CD56+/CD3+ (Figura
11). De esta manera, el analisis de subpoblaciones indican que las
células en proliferacion son principalmente: linfocitos B, linfocitos T
CD4+ vy linfocitos NKT. Tras la incubacion de PBLs con los
marcadores de activacion CD69 y DR se obtiene un 8.48% de
linfocitos positivos para CD4 y CD69 en el control, y un 27.86%
cuando los PBLs son tratados con LACE. Del mismo modo, de un
9.58% de linfocitos CD19 y DR positivos en el control, pasamos a
un 25.19% en las células tratadas con LACE (Figura 11).
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Figura 11. Andlisis por citometria de flujo de subpoblaciones y activacion
linfocitaria. PBLs tratados durante 72 h con 250 pg/ml de LACE son incubados con
anticuerpos monoclonales: CD4, CD19, CD3, CD56, CD5, DR y CD69. Los
porcentajes indican las células positivas para cada uno de los anticuerpos
empleados. Los datos son representativos de 3 ensayos independientes
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4.- Efecto de LACE sobre el crecimiento de lineas celulares

tumorales.

Como hemos mostrado, los PBLs sufren un incremento de
proliferacién al cultivarse en presencia de LACE. A continuacion,
nos planteamos qué ocurriria cuando las células tumorales se
cultivaran in vitro con este extracto. Se realizé un estudio dosis-
respuesta utilizando el fibrosarcoma murino B9. Estas células
fueron cultivadas en una placa de 96 pocillos en un nimero de 2.5
x 10%pocillo con ocho concentraciones distintas de LACE que
oscilaron entre 2 mg/ml (concentracion nimero 8) a 15.6 pg/ml
(concentracion 1) durante 48-72 horas. Al cabo de este tiempo se
incubaron las células con BrdU durante 2-3 h. Los resultados
mostraron que las células tratadas con LACE presentan unas
absorbancias inferiores a las encontradas en el control
principalmente en un rango de concentraciones de 125 ug/ml a
500 pg/ml (Figura 12 a). La concentracion nimero 0 (control)
representa las células con medio de cultivo solo. Si se considera
una proliferacion del 100% la obtenida en estas células control,
podemos decir que las absorbancias alcanzadas cuando las
células se tratan con LACE ronda entre 60-28%, alcanzandose la
maxima inhibiciéon con la concentracion 4 y 5 (250 y 125 ug/ml)
(Figura 12 a). Similares resultados fueron encontrados con el
carcinoma de cérvix, HeLa y con el melanoma humano Ando-2.

Cuando estos ensayos fueron realizados con el extracto
no tratado con laser, la disminucién de las absorbancias fue
notablemente inferior (Figura 12 b). Estos resultados indican que
el extracto de caléndula sin laser (CE) produce menor inhibicién de
la proliferacion celular en comparacion con el extracto LACE.
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Figura 12 a. Efecto dosis-respuesta del fibrosarcoma murino B9 en presencia del
extracto de LACE. B9 se cultiva en una placa de 96 pocillos (2.5 x 10°
células/pocillo) en presencia de varias concentraciones de LACE (15.62 ug/ml a 2
mg/ml) durante 72 horas. El crecimiento de B9 fue determinado por un ensayo
colorimétrico de BrdU (Cell proliferation ELISA). En la Figura 12 b se compara el
efecto de la caléndula tratada con laser (LACE) con un extracto de caléndula sin
tratar (CE) en la linea B9. Como controles representamos B9 cultivado con medio
de cultivo solo en las mismas condiciones. Cada columna representa la media de

tres ensayos independientes + SD
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Después de realizar esta curva dosis-respuesta, decidimos
utilizar la concentracion de 250 pg/ml de LACE para llevar a cabo
los ensayos posteriores. Las lineas tumorales MDA MB-231, B16,
ANDO 2, JURKAT y NKL fueron cultivadas con 250 pg/ml de
LACE. Como podemos observar en la Figura 13, las absorbancias
presentan una disminucién respecto al control. En el caso de las
lineas MDA MB-231, ANDO2 y JURKAT los niveles de
absorbancia cuando estas células son cultivadas con LACE son
semejantes a las absorbancias obtenidas con el nimero inicial de
células, es decir, no existe proliferacion alguna. En el caso de las
lineas murinas B16 y B9, la absorbancias obtenidas son inferiores
a los controles representando un 24% y un 30% de proliferacion
respectivamente respecto al control. La linea MDA MB-231 y
ANDO-2 fueron cultivadas también con taxol, obteniéndose unos
niveles de absorbancia semejantes a los obtenidos con LACE
(Figura 13).

Como excepcion de las lineas estudiadas, se encontré la linea
leucémica NKL. Esta linea celular es dependiente de IL-2 para su
crecimiento, no proliferando en ausencia de IL-2 (Figura 13).
Cuando estas células se tratan con LACE se inducen unos niveles
de proliferacion similares a los obtenidos con IL-2, concretamente
se obtiene una proliferacion del 93% en comparacion a IL-2. Asi
con los resultados expuestos, podemos ver dos comportamientos
distintos del LACE:

- Un aumento de la proliferacion de PBLs y de la linea

celular NKL

- Una disminucidon del crecimiento de lineas celulares

tumorales
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Figura 13. Accion de diferentes lineas tumorales (MDA MB-231, B16, ANDO-2,
JURKAT, B9 y NKL) después de 96 h en presencia de 250 pg/ml de LACE. Como
control se utilizaron células cultivadas con medio de cultivo solo y en el caso de la
linea NKL se cultiva con IL-2 necesaria para el crecimiento de esta linea celular. La
linea MDA MB-231 y ANDO?2 se cultivé con taxol (paclitaxel). Todas las células
fueron analizadas por un ensayo colorimétrico de BrdU y las absorbancias fueron
leidas a 450 nm. Cada columna representa la media de 3 ensayos realizados

independientemente + SD



Resultados

A continuacion, se determiné la equivalencia de este
descenso en los valores de absorbancias con el numero de
células. Se realizo recuento celular tras mantener las células AGS,
DU145, HelLa, IMIN PC-1, A549, DLD1, U937, B9, MDA MB-231,
B16, ANDO2, JURKAT y NKL en cultivo durante 96-144 horas con
LACE a una concentracién de 250 pg/ml. Cada dos dias se renovo
el medio de cultivo de estas células y se afiadié nuevo LACE.
Después de este periodo se realizé recuento celular previa tincién
con Trypan Blue en una camara de Neubauer. Los resultados son
representados en la Figura 14 en un diagrama de barras y en la
tabla 7, donde se muestran los porcentajes de proliferacién de las
distintas lineas celulares. Debemos destacar las lineas celulares
AGS, IMINPC1, MDA MB-231, ANDO2 y JURKAT donde la
inhibicion alcanza el 100% respecto al control. El porcentaje de
inhibicion en las otras lineas estudiadas ronda entre un 71%
(fibrosarcoma murino B9) a un 98% (adenocarcinoma humano
A549), con la excepcién de la linea leucémica U937 donde se
obtiene solo un 21% (Figura 14). Debemos sefialar que la linea
celular U937 presenta una tasa de proliferacion muy alta en
condiciones normales, doblandose el nimero de células en menos
de 12 horas. LACE induce sobre la linea NKL, dependiente de IL-
2, un aumento de proliferacion respecto al control, siendo el
porcentaje de proliferacion de un 85% respecto al obtenido con IL-
2.
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N° células. (X10*)
INICIAL CONTROL TRATADAS PROLIFERACION

B16 25 440 120 25%
B9 12 120 29 29%
MDAMB 231 20 50 20 0%
ANDO 2 20 32 20 0%
AGS 15 36 15 0%
DU 145 15 40 22 28%
HELA 15 25 16 10%
IMIN PC1 15 35 15 0%
A549 16 56 16 0%
DLD1 15 104 30 17%
U937 10 94 78 79%
JURKAT 20 34 20 0%
Tabla7

Figura 14 y Tabla 7. Varias lineas celulares tumorales fueron cultivadas en un
numero inicial de 1.5-2.5x10° en presencia o ausencia de LACE a una
concentraciéon de 250 pg/ml durante 4-6 dias. Después de este periodo la células
viables fueron contadas con trypan blue. El porcentaje de células viables fue
calculado usando la ecuacién: (nUmero célulasyatadas - NUMero célulasincia)) / (NUMero

célulascontrol - NUMero célulasincia) x 100.

Para determinar si la actividad antiproliferativa in vitro se
mantenia en el tiempo, la linea tumoral AGS fue tratada con 250
pg/ml de LACE durante 20 dias y con 1 mg/ml de LACE durante
40 dias, al cabo de los cuales se realiz6 recuento celular con
Trypan Blue. Cada dos dias se cambi6 el medio de cultivo y se
afiadi6 nuevo LACE. Los resultados muestran una inhibicion
mantenida del crecimiento celular tanto a los 20 dias como a los
40 dias (Tabla 8). La proliferacion obtenida, si la comparamos al
control, es de un 11% en el caso de las células tratadas con 250

png/mly de 1.6% cuando se cultivaron con 1 mg/ml (Tabla 8).
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= Control, 20 dias : 330 (x10*)
N° células inicial: 4 . .
20 (x10%) = LACE 250 pg/ml, 20 dias: 54 (x10") |:>11% proliferacién

» LACE 1 mg/ml, 40 dias: 25 (x10") —) 1.6% proliferacion

Tabla 8. Estudio del efecto de LACE a largo plazo, sobre el carcinoma gastrico
AGS, tras ser cultivado durante 20 dias con 250 ng/ml de LACE y durante 40 dias
con 1 mg/ml de LACE. El recuento celular se realizé con Trypan Blue. El porcentaje
de células viables fue calculado usando la ecuacién: (nimero célulasatadas - NUMeEro

célulasiniciar) / (NnGmero célulasconrol - NUMero célulasincia) X 100.

5.- Estudio de las fases del ciclo celular en células tumorales

Para estudiar los mecanismos de la actividad
antiproliferativa de este extracto, se analizaron en primer lugar los
efectos en la distribucién de las fases del ciclo celular por
citometria de flujo. En la Figura 15 se muestran, las distintas fases
del ciclo celular de la linea tumoral humana AGS, derivada de un
carcinoma gastrico, cuando se cultiva in vitro sin LACE: un 28.66%
de las células se encuentran en fase S, un 17.67% en fase G,/M y
un 34.68% en la fase Gy/G;. En contraste, cuando esta linea
celular se trata con LACE a una concentracion de 250 pg/ml
durante 4 dias se presenta una inhibicion de la proliferacion del
100% respecto al control y esto se traduce en una acumulacion de
las células en la fase Go/G; (52.93%) a expensas de la fase S
(Figura 15). Resultados similares se obtuvieron con la linea
leucémica JURKAT, donde se encontraron en el caso del control
unos porcentajes de 30.59% de las células en fase S, un 6.6% en
fase G,/M y un 26.7% en la fase Go/G;. Al cultivarse esta linea con
LACE los porcentajes obtenidos son: de un 1.42% en fase G,/M y
un 71.45% en la fase Go/G; y de un 0% en fase S (Figura 15). En
el caso de la linea A549 no tratada con LACE se observé unos

porcentajes de: 29.55% de las células en fase S, un 13.43% en
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fase Go/M y un 32.13% en la fase Gy/G;; al tratarse estas células
con 250 pg/ml se obsevd un ligero incremento del porcentaje de
células en fase Go/G; siendo los porcentajes de: 28.09% de las
células en fase S, 12.03% en fase G,/M y 40.38% en la fase
Go/G;. Al cultivarse esta linea con 1 mg/ml de LACE el acimulo de
células en la fase Gy/G; fue mayor que el encontrado con 250
pg/ml siendo los porcentajes de distribucion del ciclo celular de:
3.4% de las células en fase S, un 4.43% en fase G,/M y un
44.46% en la fase Go/G; (Figura 15). En la Tabla 9 se muestran
los porcentajes de las fases del ciclo celular de las distintas lineas
tumorales tratadas o no con LACE. Estos resultados nos indican
una correlacién entre los porcentajes de inhibicion del crecimiento

y la parada o ralentizacion del ciclo celular.

MUERTAS G,/IM S Gol G1
AGS control 5.77% 17.67% 28.66% 34.68%
AGS LACE 250 pg/ml | 12.24% 16.69% 0% 52.93%
A549 control 9.35% 13.43% 29.55% 32.13%
A549 LACE 250 pg/ml | 8.94% 12.03% 28.09% 40.38%
A549 LACE 1mg/ml 29.07% 4.43% 3.40% 44.46%
JURKAT control 22.45% 6.60% 30.59% 26.70%
JURKAT 250ug/ml 11.61% 1.42% 0% 71.45%
HELA control 6.59% 14.24% 19.05% 48.58%
HELA LACE 250 ug/ml | 14.77% 9.34% 15.31% 52.19%
B16 control 18.42% 6.13% 27.57% 33.84%
B16 LACE 250 wug/ml 10.98% 6.21% 4.57% 57.46%

Tabla 9. Se representan los porcentajes de células en distintas fases del ciclo
celular después de cultivarse en presencia o ausencia de LACE durante 96 h a
unas concentraciones de: 250 ng/mly 1 mg/ml.
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Figura 15. Analisis del ciclo celular de lineas tumorales humanas: AGS

carcinoma gastrico, JURKAT leucemia linfatica T, A549 carcinoma de

pulmoén. Después de cultivarse durante 96 h con LACE, las células son

marcadas y analizadas por citometria de flujo. Los datos indican el

porcentaje de células en cada fase del ciclo celular. Los resultados

mostrados son de un ensayo representativo de los tres realizados.
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6.- Identificacion de apoptosis con Anexina V

El tratamiento de células tumorales con LACE genera una
subpoblacién por debajo de G; sugiriendo células en apoptosis.
Para analizar la capacidad del LACE de inducir apoptosis, las
células tumorales B9 se trataron con 250 pg/ml y 1 mg/ml de
LACE durante 4 dias, cambiandose el extracto a los dos dias.
Después del tratamiento, se determind la traslocacion de la
fosfatidilserina sobre la superficie de la célula durante la apoptosis
usando el fosfolipido humano unido a la proteina, Anexina V,
conjugado con el fluorocromo ficoeritrina (PE). Tanto las células no
tratadas como las tratadas con LACE, se incubaron con Anexina
V-PE y 7 amino-actinomicina D (7-AAD) y fueron analizadas por
citometria de flujo. La apoptosis se analiz6 por cuadrantes
estadisticos: Anexina V y 7-AAD negativas son células vivas,
Anexina V positivas y 7-AAD negativas son células que inician la
apoptosis, Anexina V negativas y 7-AAD positivas son células
muertas pero no por apoptosis y Anexina V positivas y 7-AAD
positivas indican que las células son realmente apoptéticas. El
cultivo de las células B9 con el extracto a una concentracion 250
pg/ml, indujo un incremento de la apoptosis de un 4.32% (células
no tratadas) a un 34.47% (Figura 16). Cuando la linea tumoral B9
se cultiva con 1 mg/ml del extracto durante 4 dias este porcentaje
de apoptosis se incrementa a un 60.39% (Figura 16). Similares
resultados nos encontramos en otras lineas tumorales estudiadas
como la AGS (Tabla 10). PBLs tratados con LACE no muestran
incremento de apoptosis respecto al control (Figura 16). En el
caso de lineas donde no se produce una parada total del ciclo
celular A549 o Hela, con la concentracion de 250 pg/ml también
se observo un incremento de apoptosis respecto al control. De

esta manera, en la linea HelLa el porcentaje de apoptosis paso
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Control ;
PBL 003 ?
LACE 250pg |4
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g 001% -
PBLs B9
Control LACE 250 rg/ml LACE 1 mg/ml
B9 4.32% 34.47% 60.39%
HELA 11.26% 20.32% 56.74%
A549 13.41% 28.84% 36.40%
AGS 20.46% 43% 60%
JURKAT 6% 10.71% 48.3%

Figura 16 y Tabla 10. Andlisis de apoptosis por Anexina V. PBLs humanos y el
fiborosarcoma murino B9, fueron cultivados en ausencia o presencia de 250
ng/ml o 1 mg/ml de LACE durante 96 horas. En la Tabla 10 se muestran los
porcentajes de células apoptéticas de distinas lineas celulares. Todos los
ensayos se han realizado por triplicado obteniéndose resultados similares,
mostrandose un ensayo representativo
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de ser un 11.26% a un 20.32% cuando las células se tratan, y en
la linea A549 el porcentaje pasé de un 13.41% a un 28.84%
cuando se cultiva con LACE (Figura 16 y Tabla 10). Cuando estas
dos lineas fueron tratadas con 1 mg/ml de LACE, la apoptosis se
incrementa respecto al control, pasando en el caso de la HelLa de
un 11.26% (control) a un 56.74% y en el caso de la A549 de un
13.41%(control) a un 36.40% (Figura 16).

7.- Analisis de expresion de caspasa 3

Las caspasas son las principales enzimas involucradas en
el proceso apoptético. Asi, se midié la expresion de caspasa-3,
gue a su vez activa otras caspasas, en las células tratadas con
LACE mediante citometria de flujo. Se trataron PBLs y distintas
células tumorales con el extracto durante 96 horas. Para la linea
AGS los resultados ilustran que las células no tratadas son
practicamente negativas para caspasa-3 (5.37%), mientras que se
detecta un 39.41% de células con actividad caspasa-3 cuando son
cultivadas con 250 pg/ml LACE durante 4 dias y un 42.22%
cuando se trataron con 1 mg/ml (Figura 17). Por el contrario, en
otras lineas tumorales estudiadas, como la A549, HelLa o B9 la
expresion de caspasa-3 no aumenté con el tratamiento con LACE.
Estos resultados nos indican que la apoptosis en estas células no
esta inducida por caspasa-3. Las lineas tumorales A549 y HelLa se
cultivaron en presencia de taxol a una concentracién de 30 pg/ml
durante 96 horas, observandose un aumento de la expresion de
caspasa-3 en relacion al control, siendo los porcentajes de
expresion de un 75.14% y un 57.01% respectivamente (Figura
17). Como control se utilizaron PBLs y como era de esperar, este
extracto utilizado a la concentracién de 250 pg/ml y de 1 mg/ml no

indujo expresioén de caspasa-3 (Figura 17).
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Figura 17. Andlisis por citometria de flujo de apoptosis usando el anticuerpo anti-
caspasa-3. PBLs y las lineas tumorales: AGS, A549, HelLa y B9 fueron cultivados en
ausencia o presencia de 250 pg/ml o 1 mg/ml de LACE durante 96 h. Las lineas
A549 y Hel a fueron tratadas también con taxol. Las células fueron permeabilizadas,
fijadas y marcadas con el anticuerpo anti-caspasa-3. Los datos indican el porcentaje
de células positivas para la expresion caspasa-3 (células apoptéticas). Los datos
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8.- Andlisis de proteinas implicadas en el ciclo celular

Como se ha visto anteriormente, LACE produce la parada
del ciclo celular y la acumulacion de células en la fase Go/G;. A
continuacién, se determind el papel desempefiado por diferentes
proteinas implicadas en el ciclo celular. El estudio de estas
proteinas se realizd mediante inmunofluorescencia directa,
Western-Blot y ELISA. Para realizar los ensayos se utilizaron las
lineas tumorales AGS y JURKAT tratadas durante 96-144 horas
con 250 pg/ml de LACE.

La expresion de las ciclinas D1 y E se midi6 por citometria
de flujo tanto en células tratadas o no con LACE. Estas ciclinas
intervienen regulando el punto de control G,/S. Como se muestra
en la Figura 18 la linea JURKAT cultivada en ausencia de LACE
presenta una expresion de ciclina D1 y E siendo los porcentajes
de 36.41% y 87.44% respectivamente. Al cultivarse estas células
con el extracto, los porcentajes de ambas ciclinas se reducen a un
0.88% para la ciclina D1 y a un 22.09% para la ciclina E (Figura
18). Estos resultados son semejantes a los encontrados cuando se
cultiva la linea AGS con LACE, donde la expresion de la ciclina D1
se reduce de un 34.56% a un 4.11% y la de la ciclina E pasa de
ser de 72.01% en las células no tratadas a un 2.01% en las células
cultivadas con LACE (Figura 18).

En el caso de las ciclina D3, B y A el andlisis fue realizado
por Western-Blot, observandose una disminucion significativa de la
expresion de las ciclinas D3 y A en las células tratadas con LACE
(Figura 19). La expresion de la ciclina B no experimenté cambios
en las células tratadas con LACE (Figura 19). El papel de las
ciclinas D, E y A es regular el paso de las células a través de la
fase S, mientras que la ciclina B es un regulador critico de la

mitosis.
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Figura 18. Andlisis de la expresion de ciclina D1 y E, en las lineas
tumorales JURKAT y AGS, tras ser cultivadas durante 96-144 horas
con o sin 250 pg/ml de LACE. Los porcentajes representan las
células positivas para la ciclina D1 y E, de un ensayo representativo

de los tres realizados
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El estudio de ciclinas dependientes de kinasas (CDKSs),
CDK2, CDK4, CDK1/Cdc2 por Western-Blot revel6 una menor
expresion en las células tratadas con LACE (Figura 19). Estas
proteinas estan implicadas en la regulacién de la fase Gy/G; y su
activacion es necesaria para la progresion de las células a la fase
S. Del mismo modo, las proteinas de retinoblastoma Rb, Rb2,
RBBP (retinoblastoma-binding protein) y PCNA (proliferating cell
nuclear antigen) presentan una expresion inferior en células
tratadas con LACE respecto a las células controles (Figura 19).
Las proteinas p19 y p36 no muestran diferencias entre las células
tratadas y no tratadas con LACE. La proteina p19 juega un papel
esencial en los complejos kinasas de la fase S y la p36, es una
proteina de 36 KDa que funciona como una kinasa que activa Cdk
(Figura 19). Los niveles méas elevados de PCNA se presentan
durante la fase S siendo indetectable en otras fases del ciclo. La
proteina Rb durante la fase G; esta en estado hipofosforilado e
interactda con un gran ndmero de proteinas nucleares incluyendo
factores transcripcionales E2F, varias ciclinas, RBP-1, RBP-2,
RBBP, c-myc, N-myc y p46. Para que la célula pueda entrar en la
fase S se necesita la fosforilacion de Rb y de esta manera se
libera los factores E2F o DP1 necesarios para la expresion de
genes implicados en la fase S. El Rb identificado mediante esta
técnica es el Rb total, tanto fosforilado como hipofosforilado, asi
para poder identificar el Rb hipofosforilado o unido al DNA que es
el que bloguea a las células en la fase Gy/G; se realizé un ensayo
de factores transcripcionales mediante ELISA. En este ensayo se
muestra un aumento de los niveles de Rb en las células tratadas
con LACE respecto al control y un descenso de los factores DP-1,
E2F-1, E2F-2 en las lineas AGS y JURKAT tratadas (Figura 20).
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Figura 19. Analisis por Western-Blot de la expresion de proteinas implicadas en la
regulacion del ciclo celular: CDK1/Cdc2, CDK2, CDK4, ciclina A, ciclina B y ciclina D3,
PCNA, Rb, Rb2, RBBP, p19 y p36. Se emplean las lineas tumorales AGS y JURKAT
cultivadas en presencia o ausencia de LACE durante 96-144 horas. En la figura se

muestran los resultados de un ensayo representativo de los tres realizados

- 109 -



Resultados

En esta figura también se muestran las absorbancias obtenidas de

p107, una proteina de la familia del Rb, observandose un aumento

de la misma en las células cultivadas con el extracto (Figura 20).

JURKAT

%////////&R

E2F-2 P107

E2F-1

AGS

E2F-2 P107 Rb

E2F-1

| 7 Control BLACE |

Figura 20. Absorbancias obtenidas por un ensayo de ELISA de factores

transcripcionales implicados en el control del ciclo celular: DP-1, E2F-1, E2F-2,

factor p107 y el retinoblastoma (Rb). Se comparan las células tratadas con LACE

con las células control, en las lineas tumorales JURKAT y AGS. Cada columna

representa la media de tres ensayos independientes + SD
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9.- Ensayo de seguridad en ratones con LACE

Una vez realizados los ensayos in vitro y analizadas las
actividades bioldgicas, nos planteamos el estudio de toxicidad in
vivo de LACE, administrando oralmente este producto a ratones
de distintas cepas y a ratas.

En el ensayo de seguridad biolégica con ratones Balb/c los
resultados muestran que con las concentraciones de LACE de 55
mg/kg peso, 11 mg/kg de peso y en el grupo control
(administracion oral del mismo volumen de agua) no se produce
ningun éxitus a lo largo de los 30 dias que dura el ensayo (Figura
21). Cuando se administra una concentracion de LACE de 550
mg/kg peso mueren el 50% de los ratones (dosis letal 50) a los 15
dias de iniciar el ensayo. Con la concentracion de 2.750 mg/kg
peso mueren el 80% de los animales a los 20 dias y el 20%
restante sobrevivié hasta terminar el ensayo (Figura 21). Este
ensayo se repiti6 3 veces con unos resultados similares,
mostrandose un ensayo representativo en la Figura 21.

Cuando se realizan estos ensayos en otras cepas de ratones, CBA
y C57/BL6 los resultados fueron muy similares a los encontrados
en ratones de la cepa Balb/c (Figura 21). Como se puede
observar, los resultados de los ensayos de seguridad biolégica,
son muy similares en las 3 cepas de ratones (Balb/c, CBA,
C57/BL6), no presentandose diferencias significativas vy
coincidiendo en una misma dosis letal 50 (DL50), de 550 mg/kg de

peso.
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10.- Ensayo de seguridad en ratas

En el ensayo de seguridad con ratas Wistar, se observa
que el grupo control y los grupos a los que se les administra
diariamente una dosis de LACE de 55 y de 550 mg/kg de peso, no
presentan ningln éxitus (Figura 21). Sin embargo, en el grupo de
ratas al que se le da la dosis de LACE de 2.750 mg/kg de peso se
producen 6 éxitus (60% del grupo) a los 15 dias, manteniéndose
las 4 ratas restantes vivas hasta finalizar el ensayo (Figura 21).
Este ensayo se repitio6 3 veces con unos resultados similares,
mostrandose un ensayo representativo.

En los estudios de toxicidad aguda en ratas, a diferencia
de los ensayos en ratones, la DL 50 es de 2.750 mg/kg de peso no
produciéndose ninguna muerte con las dosis inferiores. Se
realizaron necropsias en los animales muertos, y el informe indico
que el organo principal afectado era el higado con presencia de
necrosis hepatica.

Las ratas y ratones que sobrevivieron una vez acabados
los ensayos de toxicidad aguda (30 dias de administracién de
LACE en dias alternos), se mantuvieron durante 90 dias mas para
evaluar los efectos toxicos tardios después de la administracion
del producto. En este periodo de tiempo no se observé ningln

éxitus ni alteraciones fisicas o de comportamiento en los animales.
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Figura 21. Estudio de toxicidad in vivo de LACE en ratones BALB/c, CBA, C57/BL6

y en ratas Wistar a los que se les administra diariamente LACE por via oral durante

30 dias. Se establecen 4 grupos de 10 ratones cada uno a los que se les administra

4 concentraciones distintas del extracto.
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11.- Analisis in vivo de subpoblaciones de linfocitos de

ratones

Para evaluar el efecto mitogénico de LACE in vivo, se
administr6 LACE a ratones via oral o intraperitoneal de 1 a 4
semanas Yy se analizaron las diferentes subpoblaciones
linfocitarias, por citometria de flujo. La sangre total de ratones
tratados y no con LACE se incubd con anticuerpos monoclonales:
antiCD4, antiCD3, antiCD23, antiCD45, PANK y con el marcador
de activacion CD69. En el grupo de ratones control, los
porcentajes de subpoblaciones encontradas fueron: 50.13%
CD23+, 18.28% CD23+/CD69, 9.82% CD4+/CD69+, 24.60%
CD4+, 25.9% PANK, 6.96 CD3+/PANK y 2.91% CD23+/IgM+
(Figura 22). Cuando los ratones son tratados con LACE via oral
se produce un incremento significativo de células CD23, CD4,
PANNK y PANKT en relacién al grupo control con porcentajes de
73.40% CD23+, 22.05% CD23+/CD69, 15.12% CD4+/CD69+,
32.30% CDA4+, 31.89% PANK y 9.74% CD3+/PANK (Figura 22).
Los ratones tratados con LACE via intraperitoneal presentan un
aumento de linfocitos CD3+/PANNK (8.24%) y de CD23+/IgM+
(8.32%) respecto al grupo control. Hay que destacar que el
aumento de CD4+ y de linfocitos NKT, se produce a las 4
semanas de administrar LACE a los ratones. El grupo de ratones
tratados con taxol, muestra unos porcentajes de subpoblaciones
algo inferiores a los del control: 31.83% CD23+, 16.68%
CD23+/CD69, 11.57% CD4+/CD69, 26.59% CD4+, 5.44%
CD3+/PANK y 1.91% CD3+/IgM+. De esta manera, el andlisis de
subpoblaciones indica que las células en proliferacion cuando se
administra LACE a los ratones son principalmente: linfocitos B,
linfocitos T CD4+ y células NKT.
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Figura 22. Analisis por citometria de flujo de subpoblaciones y activacién linfocitaria.
Ratones Balb/c se trataron de 1 a 4 semanas con LACE vy los linfocitos son incubados con
los anticuerpos monoclonales: CD23, CD45, CD69, PANK, CD4 y CD3. Los porcentajes
indican las células positivas para cada uno de los anticuerpos empleados. Los datos son

representativos de tres ensayos independientes
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12.- Ensayo de crecimiento local en ratones

inmunocompetentes

Después de conocer las actividades bioldgica in vitro y
comprobar la no toxicidad a dosis terapéuticas in vivo, se
realizaron ensayos de crecimiento local in vivo en ratones a los
que se les administra LACE para conocer su actividad antitumoral.
Se inyectaron subcutdneamente en la pata células del melanoma
murino B16 (5 x 10° células/ratén). Se hicieron seis grupos
distintos con 10 ratones cada uno: control, control oral, control
intraperitoneal, administracion oral de LACE (50 mg/kg de peso),
administracion intraperitoneal de LACE (25 mg/kg de peso) y
administracion intraperitoneal de taxol. Este Ultimo nos servira
para comparar los resultados con los obtenidos con LACE. Tanto
el extracto de caléndula como el taxol se comenzaron a
administrar un dia después de la inyeccién de las células
tumorales. El crecimiento tumoral fue controlado tres veces a la
semana observandose crecimiento 13 dias después de la
inyeccion de las células tumorales. Se realizaron tres ensayos con
estas caracteristicas, representandose en la Figura 23 las medias
de los valores de crecimiento tumoral obtenidos en cada grupo,
considerando el dia 1 el primer dia que se observo crecimiento en
la pata de los ratones. Los resultados fueron similares en los tres
grupos controles representandose en la figura uno de ellos. Si
consideramos por lo tanto, el 100% de crecimiento tumoral las
medias obtenidas cada dia en el grupo control, podemos mostrar
gue los ratones a los que se les administra LACE via oral
presentan unas medias inferiores al control, equivalentes a una
inhibicion del crecimiento tumoral entre un 7%, en el primer dia
que se observa crecimiento tumoral, hasta el 35%. Los
porcentajes de inhibicion méas elevados, en torno a un 35%, se
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alcanzan entre los dias 3 a 9, siendo al final del estudio el
porcentaje de inhibicion de un 10% aproximadamente. Cuando se
administra LACE via intraperitoneal, se observa un menor tamafio
tumoral desde el dia 1, presentandose una inhibicién de un 38.7%.
Al final del estudio se muestran unos valores que representan un
44.4% de inhibicidn respecto al control. Los ratones tratados con
taxol, presentan un menor tamafio tumoral desde el dia 1 que se
observa crecimiento del tumor, con unos porcentajes de inhibicion
de un 24.6% a un 23% entre los dias 1 y 5. Esta inhibicion de la
proliferacién es menos acusada en el dia 7 y 13, donde sélo se
observa un 55% y un 3.98% de inhibiciébn respectivamente
respecto al control.

Tamafio tumor (mm)

Dias
==¢==Control LACE (v.0)
LACE (v.ip) == Taxol (v.ip)

Figura 23. Estudio de crecimiento tumoral in vivo en ratones C57/BL6 del
melanoma B16. Se establecen los siguientes grupos de animales: controles,
administracion oral de LACE, administracion intraperitoneal de LACE vy
administracion intraperitoneal de taxol. Los tres grupos controles dan resultados
similares representandose uno de ellos. Se muestra el didametro tumoral mayor en
la pata tras la inyeccién del melanoma murino B16 y se considera el dia 1, el primer
dia que se observa crecimiento del tumor. Cada punto representa la media de al

menos 3 ensayos realizados independientes + SD
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13.- Ensayo de crecimiento local en ratones atimicos

Para evaluar el efecto in vivo en la proliferacién de lineas
tumorales humanas se inyectaron subcutaneamente en la pata de
ratones atimicos, células del melanoma humano ANDO-2 (5 x 10°
células/raton). Se hicieron seis grupos distintos con 10 ratones
cada uno: control, control oral, control intraperitoneal,
administracion oral de LACE (50 mg/kg peso), administracion
intraperitoneal de LACE (25 mg/kg peso) y administracion
intraperitoneal de taxol (5 mg/kg peso). Tanto el extracto de
caléndula como el taxol o el suero fisiolégico se comenzaron a
administrar el mismo dia de la inyeccién de las células tumorales.
El crecimiento tumoral fue controlado con la medicion del diametro
tumoral tres veces a la semana. Los tumores empezaron a crecer
el dia 17 después de la inyeccion de las células tumorales. En la
Figura 24 se representan las medias de los valores del diametro
tumoral mayor obtenido en cada grupo, desde el dia 27 hasta el
dia 131. Como control, se representan las medidas de uno de los
controles, ya que no se observaron diferencias entre ellos.
Considerando el 100% de crecimiento tumoral las medias
obtenidas cada dia en el grupo control, en la Tabla 11 se
muestran los porcentajes de inhibicion encontrados referidos a
dicho grupo. Al inicio del ensayo, como se puede observar en la
figura, no existen diferencias significativas entre las medias de los
cuatro grupos, pero a partir del dia 49 se observa un 10.05% de
inhibicion en el grupo de LACE oral, un 19.6% en el grupo de
LACE intraperitoneal y un 15.73% en el grupo de taxol. En el caso
de ratones a los que se les administra LACE via oral el crecimiento
tumoral es menor respecto al control, rondando entre un 10%
hasta un 59% de inhibicién, consiguiéndose los porcentajes de
inhibicion mas elevados (59% - 50.3%) entre los dias 79 y 118 y

- 118 -



Resultados

siendo al final del ensayo, en el dia 131, el porcentaje de inhibicion
de un 38%. Cuando se administra LACE via intraperitoneal,
también se observa un crecimiento tumoral inferior respecto al
control, desde el dia 49 donde se encuentra un 19.6% de
inhibicion hasta el dia 131 donde la inhibicién alcanza un 28%. Los
porcentajes de inhibicion mas elevados (58.5% a 61.5%) se
presentan entre los dias 79 al 91. En el caso de la administracion
de taxol via intraperitoneal, los valores de crecimiento tumoral son
inferiores al control, presentdndose una inhibicibn de la
proliferaciéon desde un 15.73% en el dia 49 hasta hasta un 59% en
el dia 84. Esta disminucion del crecimiento se mantiene hasta el
final del ensayo, donde existe una inhibicién del crecimiento de un
34.21%. En la Figura 24 se puede observar que el tamafio del
tumor en el grupo control, comienza a dispararse alrededor del dia
49, mientras que en el caso de los grupos de ratones tratados con
LACE via oral, via intraperitoneal o taxol, el crecimiento es mas
lento, comenzando a aumentar en torno al dia 90. Hay que
destacar que a partir del dia 70 se dejo de administrar LACE via
intraperitoneal y en el dia 90 se suspendi6 la administraciéon de
LACE via oral, coincidiendo de esta manera la suspension de
LACE con el aumento acelerado del crecimiento tumoral en estos

grupos.
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Tamafio tumor (mm)

18
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=&—Control LACE (v.0)
== L_ACE (v.ip) =>¢=Taxol (v.ip)

Figura 24. Analisis del crecimiento tumoral in vivo en ratones atimicos. Se
establecen cuatro grupos de animales: control, administracion oral de
LACE, administracion intraperitoneal de LACE y administracién
intraperitoneal de taxol. Se representa el crecimiento tumoral medido en la
pata, tras administrar 5x10° células del melanoma humano ANDO-2,
desde el dia 27 hasta el dia 131. Cada columna representa la media de al

menos 3 ensayos realizados independientemente + SD
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Dias Oral I.P Taxol
49 10.05 19.6 15.73
56 37.8 37.08 33
62 35.8 35.5 38.9
71 45.9 44.8 47
79 56.9 58.5 55
84 59.3 60.49 59.1
91 60 61.5 53.5
106 58.6 51.38 48.4
113 50.6 47.2 35.49
118 50.3 30.7 35.9
124 40.9 32.7 36.22
127 40.4 31.41 34.2
131 38.34 28.57 34.21

Tabla 11. Porcentajes de inhibicién de crecimiento tumoral en ratones atimicos
tratados con LACE via oral, via intraperitoneal y taxol. Se considera el 100% de
crecimiento tumoral, la media del diametro tumoral de los ratones del grupo
control

En la Figura 25 se muestran los porcentajes de
supervivencia en cada grupo desde el inicio del ensayo hasta el
dia 135. Como se puede observar la supervivencia mas alta se
alcanza en el grupo oral, con un 75% de los animales vivos en el
dia 135, le sigue el grupo de ratones a los que se les administra
LACE via intraperitoneal con un 60% de supervivencia y los
ratones a los que se les administra taxol con un 40%. En el dia
135 el 100% de los animales del grupo control habian muerto.

También hay que destacar que la primera mortalidad en el grupo
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control se produce unos 25 dias antes en comparacion con el
grupo oral e intraperitoneal. Asi cuando ocurre la primera muerte
en el grupo oral o en el intraperitoneal un 50% de los ratones del
grupo control ya han fallecido.

100k A A N AN

% Supervivencia

85 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135
Dias después de inyeccion ANDO-2

=—&—Control —=—LACE (v.0)
—Aa— LACE i.p. Taxol

Figura 25. Porcentajes de supervivencia de ratones nude al cabo de 131 dias de
inyectar el melanoma humano ANDO-2. Se comparan los cuatro grupos: control,
administracion oral de LACE, administracion intraperitoneal de LACE vy

administracion intraperitoneal de taxol.
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Los tratamientos tumorales convencionales han mejorado
sin cesar durante las dUltimas décadas, pero sigue siendo
necesaria la blsqueda de estrategias terapéuticas suplementarias
y complementarias. Los objetivos terapéuticos en oncologia son
aumentar la supervivencia de los pacientes y evitar o paliar los
efectos adversos que deterioran su calidad de vida. Los abordajes
mas prometedores son el bloqueo de la neoangiogénesis, la
modulacion de las enzimas que degradan la matriz y los
procedimientos inmunoterapéuticos dirigidos a antigenos
tumorales diana definidos molecularmente. El tratamiento médico
del cancer del futuro debe asentarse sobre unas bases racionales
del conocimiento de la proliferacion, diferenciacion y apoptosis.

En este contexto de busqueda de nuevos métodos
terapéuticos oncolégicos situamos al extracto, LACE. LACE es un
producto obtenido de la planta Caléndula Officinalis, muy comun
en todo el mundo. EIl proceso de extraccion patentado (patente n°
EP 1 339420 B1) es sencillo, estandarizado, reproducible y de
bajo coste.

Diferentes extractos de caléndula han mostrado una
amplia variedad de actividades bioldgicas: inmunoestimulante
(Amirghofran y cols, 2000), antitumoral (Boucad-Maitre, 1988),
antiinflamatoria (Akihisa y cols. 1996; Zitterl-Eslsser y cols, 1997;
Sarrell y cols, 2001 y 2003), analgésica (Sarrell y cols, 2001 y
2003), antibacteriana, antioxidante (Cérdova y cols, 2002), antiviral
(Elie y cols, 2004), diurética, antidismenorreica, anti-VIH
(Kalvatchev y cols, 1997) e incluso presenta propiedades
antigenotdxicas (Pérez-Carre6n y cols, 2002). Dentro de estas
actividades y con el objetivo de buscar nuevos agentes
antitumorales, nos hemos centrado en el estudio de LACE

concretamente en su actividad citostatica e inmunomoduladora.
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En nuestro estudio hemos mostrado tras realizar una
curva dosis-respuesta que LACE presenta in vitro una actividad
citostatica o de inhibicién del crecimiento en un rango de 125 a
500 pg/ml, eligiéndose la concentracion de 250 pg/ml para realizar
nuestros estudios (Figura 12). Asi se evalu6 la actividad
antitumoral en una amplia variedad de lineas tumorales tanto
humanas como murinas derivadas de tumores solidos de distinta
estirpe celular o de leucemias. Algunas de estas lineas presentan
una inhibicion del 100% de su crecimiento cuando se tratan con
LACE como es el caso de lineas tumorales humanas AGS
carcinoma gastrico, IMINPC-1 adenocarcinoma de péancreas,
JURKAT leucemia linfoide T o ANDO-2 melanoma. Otras en
cambio, alcanzan una inhibicién que ronda entre un 70% a un 95%
como las lineas: DU 145 (carcinoma de prostata), Hela
(carcinoma de cérvix), A549 (carcinoma de pulmén), B16
(melanoma murino) y B9 (fibrosarcoma murino). Es importante
destacar que este efecto inhibitorio se presenta en las lineas
celulares tumorales de diferentes tumores sélidos y de leucemias,
no siendo especifico de un tejido tumoral. La inhibicién del
crecimiento tumoral presentada con el extracto LACE fue similar a
la encontrada con taxol en algunas de las lineas tumorales
estudiadas (Figura 13).

El tratamiento de la caléndula con laser es necesario para
inducir esta actividad inhibitoria, ya que un extracto similar de
caléndula sin someterse a radiacion con laser CE, induce una
inhibicion del crecimiento de células tumorales bastante inferior
gue con LACE (Figura 12 b).

Como excepciones tenemos las lineas U937 (leucemia
monolitica), donde se obtiene un 21% de inhibicion y la linea NKL
(Robertson, 1996) que experimenta un incremento de su
proliferacién respecto al control (Figura 14 y Tabla 7). La linea
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U937 presenta una replicacion muy alta, duplicandose el nimero
de células en menos de 12 horas. Por otra parte, la linea NKL no
crece por si sola, como todas las anteriores, sino que necesita de
IL-2 para su crecimiento. El porcentaje de crecimiento que sufre la
linea NKL en presencia de LACE es muy similar al que se produce
con IL-2 (Figura 14). Este mismo efecto ha sido encontrado in
vitro por otro polisacéarido aislado del hongo Coriolus Versicolor,
PSK (Pedrinaci y cols, 1999). PSK ha mostrado una actividad
antitumoral in vitro y en ensayos clinicos en humanos, donde se
han encontrado buenos resultados como agente adyuvante en la
terapia del cancer, con resultados positivos en el tratamiento del
cancer de estdbmago, esofago, colon, pulmén y mama (Kudo y
cols, 2002; Munemoto, 2002 y 2004; Ohwada y cols, 2004). Se
cree que puede actuar de diferentes maneras inhibiendo la
carcinogénesis al inhibir la accion de varios carcindégenos en las
lineas celulares vulnerables (Fisher y cols, 2002). La accién
antimestatasica se ha mostrado que es debida a su potencial para
inhibir las metaloproteinasas y otras enzimas involucradas en las
metastasis (Fisher y cols, 2002) y por su actividad
inmunomoduladora por activacién de las células NK (Algarra y
cols, 1997 y 1999, Garcia-Lora, 2003).

En trabajos previos de nuestro grupo de investigacion, se
ha mostrado que la ruta de transduccién de sefiales en las células
NKL implicada en la respuesta a IL-2 o PSK es diferente, a nivel
de la expresion de PKCa (Protein kinasa Ca) y de otras
isoenzimas (Garcia-Lora, 2001 y 2003). En el Ultimo trabajo
realizado por nuestro grupo (Jiménez-Medina y cols, 2005) hemos
mostrado que PSK interactda in vitro con un receptor de la NKL de
aproximadamente 48 Kd, mientras que el receptor utilizado por IL-
2 en lalinea NKL tiene un peso molecular aproximado de 64 y 75

Kd. Asi todos estos datos muestran que PSK e IL-2 utilizan
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diferentes receptores que inducen distintas sefiales intracelulares,
esto también podria ocurrir con LACE.

Esta actividad de aumento de proliferacién de la linea NKL
en presencia de LACE, también se presenta cuando se cultivan
linfocitos humanos obtenidos de sangre periférica (PBLS), con este
extracto. Del mismo modo que la linea leucémica, los PBLs en
cultivo son incapaces de crecer in vitro por si solos, necesitando
de IL-2 o de mitogénicos como Concanavalina A o
Fitohemaglutinina para proliferar. En los ensayos de proliferacion
de PBLs se han encontrado un aumento de la proliferacion de
linfocitos de hasta 5 veces superior al control, y representa un 20-
35% respecto a la Concanavalina A, que es una sustancia
fitoquimica a la que se le conoce un gran potencial
inmunomodulador pero tiene, como contrapartida, una gran
toxicidad in vivo por lo que no puede utilizarse con fines
terapéuticos en humanos (Figura 8). Hay que destacar que esta
proliferacién se origina sin estar los PBLs previamente estimulados
con ningun mitégeno. El extracto de caléndula sin tratar con laser,
CE, muestra unos niveles similares de proliferacion de PBLs.

Tenemos que destacar este doble efecto de LACE, por
una parte su accion citotoxica sobre células tumorales y por otra
parte una accién mitégena sobre linfocitos. Este hecho es el que
difiere a LACE de otros productos quimioterapeuticos.

Buscando la esterilizacion del extracto se sometid a
atomizacién a 80°C y 120°C. Cuando la actividad mitogénica de
los diferentes extractos fue comparada, se observé que el
incremento de proliferacion es superior en el extracto acuoso que
en los atomizados, no obteniéndose practicamente aumento de
proliferacién de PBLs con el atomizado a 120° (Figura 9). Los
resultados muestran que este proceso de atomizacion destruye la
actividad mitégena del extracto.
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Las subpoblaciones linfocitarias que proliferaron in vitro en
presencia de LACE fueron: linfocitos B, linfocitos T CD4+ y
linfocitos NKT. La expresion de marcadores de proliferacion, HLA-
DR y CD69, en estas subpoblaciones indicaron que estos linfocitos
estan activados (Figura 11). Al estudiar este efecto mitogénico in
vivo en ratones tratados con LACE via oral o intraperitoneal se
observo del mismo modo que ocurria en los ensayos in vitro un
aumento de las subpoblaciones de linfocitos B y T CD4+ en
ratones tratados con LACE via oral. En el grupo tratado tanto via
oral como intraperitoneal se produce un aumento de la
subpoblacion de linfocitos NKT (Figura 22). Con las dosis de
LACE empleadas para conseguir estos efectos, no hemos
encontrado toxicidad en animales.

Se ha estudiado la actividad inmunomoduladora in vitro de
multiples extractos derivados de plantas como: Silybum marianum,
Matricaria chamomilla, Cichorium intybus (Amirghofran y cols,
2000), Plantago lanceolata, Rudbeckia fulgida, Salvia officinalis,
Valeriana officinalis (Ebringerova y cols, 2003), Dioscorea batatas
(Choi y cols, 2004); y la actividad inmunomoduladora in vivo de
extractos como Boerhaavia difusa (Mungantiwar y cols, 1999),
Alsophila spinulosa (Cyatheaceae) (Kao y cols, 1994), Croton
macrostachyus, Corton  megalocarpus  (Eugphorbiaceae),
Phytolacca dodecandra (Phytolaccaceae) (Tachibana y cols,
1993). Los extractos mencionados muestran una actividad
mitogénica sobre linfocitos in vivo y/o in vitro, pero no presentan
una actividad antitumoral afiadida, como en el caso de LACE.

Polisacaridos derivados de plantas también han mostrado
una accion inmunoestimuladora, antitumoral (Lentinus edades,
Schizophyllum commune, Cetraria islandica,...) o antiinflamatoria
(Smestad B, 2001). Se han identificado diferentes tipos de
polisacaridos aislados de plantas usados en la medicina tradional:
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arabinanos (Zozyphus jujuba, B. Falcatum, Viscum album, Panax
ginseng,...), arabinogalactanos (Arnica montana, Angelica
acutiloba, Caléndula officinalis, Echinacea purpureea, Malva
verticillata...), ranogalactanos y ranogalacturonanos (Yamaha H y
cols, 1999). Estos polimeros también han mostrado efectos en
macrofagos, linfocitos T y células NK. Ademas una gran variedad
de extractos polisacaridos derivados de hongos como Ganoderma
lucidum, Lentinus edodes, Inonotus obliquus, Acanthopanaz
senticosus,... (Pols y cols, 2003; Ernest, 2004; Sawyers, 2004;
Shukla, 2004; Yoon y cols, 2004; Takaray y cols, 2005; Shinya y
cols, 2005) presentan una actividad citotoxica, pero esta no es
directa sino que el efecto antitumoral se ocasiona por activacion
de la respuesta inmune en el huésped, al estimular las células NK,
células T, células B y macrofagos. Esto se ha verificado en
muchos ensayos en los que se pierde el efecto antitumoral en
ratones timectomizados (Ooi y cols, 1999).

El cancer es la consecuencia de alteraciones en los
procesos de sefializacion que en definitiva generan el control del
crecimiento celular (Singh y cols, 2002). En este aspecto es de
suma importancia el ciclo celular, proceso que permite finalmente
a la célula dividirse y donde intervienen decisivamente tanto
sefiales de activacion positivas como son las quinasas
dependientes de ciclinas (CDKs) y sus subunidades reguladoras
(ciclinas), como proteinas inhibidoras de las anteriores CDKs
(familias INK y CIP7KIP). El efecto citostatico de esta planta junto
con su actividad proliferativa sobre PBLs y la linea NKL, queda
reflejado en el ciclo celular. Tras cultivarse las lineas tumorales y
los PBLs en presencia del extracto, encontramos por una parte
una parada de las células tumorales tratadas con LACE en la fase
Go/G; a expensas de la fase S (Figura 16 y Tabla 10), y una

reentrada en ciclo celular de PBLs humanos y de la linea NKL que
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se encuentran en fase G,/M cuando son cultivados in vitro en
ausencia de mitdgenos (Figura 10).

La entrada de las células en ciclo celular es compleja y se
inicia con la fosforilizacion de la proteina retinoblastoma lo que
permite liberar el factor de transcripcion E2F/DP1. Este fenémeno
se encuentra catalizado por la accién de la ciclina D que a su vez
necesita acoplarse a la quinasa dependiente de ciclina CDK4/6
(Figura 6). Este complejo ciclina D/CDK4/6, se encuentra regulado
por genes supresores del grupo pl6INK4A vy p2lcipl.
Posteriormente, entran en accién la ciclina E, la ciclina A y la
ciclina B. Esta parada del ciclo en el caso de las lineas tumorales,
queda explicada por las alteraciones en factores transcripcionales
ocasionados cuando se cultivan in vitro células tumorales en
presencia del extracto. Las ciclinas A, D, E que regulan el paso de
las células de la fase G1 a la fase S, presentan una disminucion
de su expresion en las células tratadas con LACE. Por el contrario,
la ciclina B que es un regulador critico de la mitosis no mostro
diferencias entre las células cultivadas en presencia o ausencia de
LACE (Figura 18 y 19).

En el andlisis de factores transcripcionales unidos al DNA
se observé un descenso de los factores DP-1, E2F-1, E2F-2 en las
lineas AGS y JURKAT (Figura 20). Por el contrario, los complejos
Rb-E2F fueron mas elevados en las células tratadas que en las
controles. Estos complejos son inactivos bloqueando a las células
en la fase Gy/G; e impidiendo asi el paso de las células a la fase
S. Los niveles de expresién de la proteina p107, fueron superiores
en las células cultivadas con el extracto (Figura 20).

El estudio de ciclinas dependientes de kinasas (CdK),
Cdk2, Cdk4, Cdk1/Cdc2 reveld una menor expresion en las células
tratadas con LACE (Figura 19). Estas proteinas estan implicadas

en la regulacion de la fase Go/G; y su activacion es necesaria para
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la progresion de las células a la fase S. PCNA (proliferating cell
nuclear antigen) experimenta una disminucion de expresion en las
células cultivadas con LACE. En condiciones normales, los niveles
mas elevados de esta proteina se presentan durante la fase S
siendo indetectable en otras fases del ciclo. PCNA ha sido
extensamente usado en estudios, asociandose con el prondstico
de la regresion del tumor y la proliferacién de neoplasias (John y
cols, 2001).

Las proteinas de retinoblastoma totales Rb, Rb2, y RBBP
(retinoblastoma-binding protein) presentan una expresion inferior
en células tratada con LACE respecto a las células controles pero
en cambio, el Rb unido al DNA que es el que se encuentra
hipofosforilado y el que bloguea a la célula en la fase G; se
encuentra aumentado en las células tratadas con LACE. Para que
la célula pueda entrar en la fase S se necesita la fosforilacion de
Rb y de esta manera se liberan los factores E2F o DP1 necesarios
para la expresion de genes implicados en la fase S (Figura 19 y
20).

Las proteinas p19 y p36 no mostraron diferencias entre las
células tratadas y no tratadas con LACE. La proteina p19 juega un
papel esencial en los complejos kinasas de la fase S y la p36, es
una proteina de 36 KDa que funciona como una kinasa que activa
Cdk (Figura 19).

La mayoria de agentes antitumorales derivados de plantas
ejercen su accién por induccion de apoptosis de células tumorales
(Lowe y cols, 2000; Jo y cols, 2005; Kundu y cols, 2005). Entre las
proteasas implicadas en los procesos de muerte celular se
encuentran las caspasas (1-14), las cuales hidrolizan sustratos
selectivos. La activacion de las caspasas es una etapa crucial para
la activacion de la apoptosis cualquiera que sea el estimulo. Son
las verdaderas ejecutoras de la apoptosis y numerosas evidencias
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han demostrado que la inhibicién de las caspasas reduce la
apoptosis celular inducida por diferentes estimulos. La parada
celular encontrada cuando se cultivan in vitro las células tumorales
con LACE genera una subpoblacion por debajo de G;. En algunas
de las lineas tumorales estudiadas como el fibrosarcoma murino
B9, el carcinoma gastrico AGS, el carcinoma de pulmoén A549 o el
carcinoma de cérvix Hela, el cultivo con LACE induce un
incremento de apoptosis medido por anexina-V (Figura 16 y Tabla
10). El mecanismo de induccién de apoptosis via caspasa-3 esta
implicado en algunas células tumorales tratadas con LACE, como
en la AGS, pero no en todas (Figura 17), sugiriendo diferentes
mecanismos moleculares de apoptosis en las distintas lineas
celulares tumorales.

Muchos productos naturales presentan una actividad
citotoxica semejante a la Caléndula officinalis. Asi Magnolia
Officinalis, presenta del mismo modo que la caléndula una
actividad citotOxica in vitro e in vivo, con una parada en fase G; y
una induccion de la apoptosis por caspasas (Chen y cols, 2004).
En la actualidad se emplean en la clinica citostaticos de origen
vegetal como: alcaloides del podéfilo (etopdsido, tenipésido),
alcaloides de la vinca (vinblastina, vincristina, vindesina,
vincrelbina), derivados de camptotecina (irinotecan, topotecan) o
taxoides (docetaxel, paclitaxel). El paclitaxel (taxol) constituye en
la actualidad una de las principales armas terapéuticas en el
tratamiento quimioterapéutico del cancer de ovario, mama, pulmén
no microcitico, préstata e incluso inhibe la metastasis de distintos
tumores como melanomas (Crown y cols, 2000; Abal y cols, 2003).
Este citostatico también ha sido aislado de un arbol, Taxus
brevifolia. Actia promoviendo la formacion de microtibulos al
unirse a la pB-tubulina formandose estructuras microtubulares

anémalas o excesivamente estables que no pueden participar en
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la mitosis presentandose un acumulo de células en la fase G,-M
(Crown y cols, 2000; Abal y cols, 2003). Al igual que el extracto de
caléndula taxol induce también apoptosis mediada por caspasa,
en este caso la caspasa implicada es la caspasa 10 (Park, 2004).
A altas concentraciones, paclitaxel también estimula la liberacién
del factor de necrosis tumoral o y de IL-1 en ratdon y activa la
expresion de IL-8 en células de pulmon y ovario (Collins y cols,
2000; Wang y cols, 2000; Wang y cols, 2003; Oberlie y caols,
2004). Pero a diferencia del extracto de caléndula, paclitaxel, no
estimula la proliferacion de linfocitos, todo lo contrario, presenta
mielotoxicidad (Oberlie y cols, 2004).

Otros fitoquimicos citostadticos como  Calophyllum
brasiliense inhibe el crecimiento in vitro de varias lineas
leucémicas con una parada de las células en fase G,/S e induce
apoptosis mediada por caspasa 2, caspasa 3, caspasa 8 y
caspasa 9 (Kimura y cols, 2005). Un extracto de Angelica gigas ha
mostrado una efecto antiproliferativo en lineas de carcinoma de
prostata, con acimulo de células en fase G;, una induccion de
apoptosis via caspasa 3 y 9 y un descenso de las ciclinas
dependientes de kinasas (CDK2, CDK4, CDK®6) y de las ciclinas
D1 y E (Yin y cols, 2005). Algunos componentes del té verde
(catechin) también han mostrado inducir apoptosis via caspasa-3 y
caspasa-9 de varias lineas leucémicas de células B (Nakazato y
cols, 2005) al igual que ocurre con LACE.

Un importante dato encontrado en este estudio es la baja
toxicidad in vivo que presenta este extracto siendo la DLy de 550
mg/Kg de peso en las tres cepas de ratones estudiadas y de 2750
mg/Kg de peso en ratas Wistar. Es decir, este producto es seguro
a dosis terapeuticas y la DLs, varia entre especies (mayor en
ratas Wistar que en ratones) pero no entre distintas cepas
(Figuras 21).

-134-



Discusion

Tras realizar los ensayos de seguridad in vivo se
realizaron ensayos de crecimiento local en ratones a los que se les
administr6 LACE. En ratones inmunocompetentes (C57/BL6) se
administr6 LACE via oral e intraperitoneal un dia después de la
inyeccion de las células tumorales hasta el final del ensayo. El
grupo de ratones a los que se les administr6 LACE via oral
presentd unas medias inferiores al control, equivalentes a una
inhibicion del crecimiento tumoral entre un 7% a un 35%, siendo al
final del estudio el porcentaje de inhibicion de un 10%
aproximadamente. Cuando se administré LACE via intraperitoneal,
se observé un menor tamafio tumoral desde el primer dia que se
observa crecimiento tumoral, presentandose una inhibicién de un
38.7%. Al final del estudio los valores de inhibicién representan un
44.4% respecto al control. Como control positivo, se utiliza un
grupo de ratones a los que se les administra taxol, presentando un
menor tamafio tumoral desde el primer dia que se observa
crecimiento del tumor, con unos porcentajes de inhibicién entorno
a un 24% (Figura 23).

El crecimiento tumoral local fue evaluado también en
ratones atimicos tratados con LACE. Se emplearon células del
melanoma humano ANDO-2 y a los ratones se les administro
LACE via oral e intraperitoneal desde el mismo dia que se
inyectaron las células tumorales hasta el dia 70 en el grupo
intraperitoneal y hasta el dia 90 en el grupo oral. Se observaron
diferencias en cuanto al comienzo del crecimiento tumoral, siendo
menor en los grupos tratados con LACE o taxol respecto al control.
El grupo control presenta un crecimiento mas acelerado a partir
del dia 50, en cambio los grupos de LACE oral, intraperitoneal o
taxol, mostraron un crecimiento mas acelerado a partir del dia 90.
Hay que destacar que precisamente cuando empieza a acelerarse

el crecimiento tumoral es cuando se suspendié la administracion
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de LACE. A los ratones a los que se les administré LACE via oral
la proliferacion conseguida es menor respecto al control, llegando
hasta un 60% de inhibicion, siendo al final del ensayo, el
porcentaje de inhibicién de un 38%. Cuando se administr6 LACE
via intraperitoneal, también se observé un crecimiento tumoral
inferior respecto al control, de hasta un 61.5%. En el caso de la
administracion de taxol via intraperitoneal, los valores de
crecimiento tumoral son inferiores al control, de hasta un 59%.
Esta disminucion del crecimiento se mantiene hasta el final del
ensayo, donde existe una inhibicion del crecimiento de un 34.21%.
(Figura 24 y Tabla 11). Con los resultados obtenidos podemos
concluir que LACE tanto administrado por via oral como
intraperitoneal alcanza unos niveles de inhibicion del crecimiento
tumoral semejantes al taxol. Ademas de presentar estos llamativos
porcentajes de inhibicion, al evaluar la supervivencia de los
ratones nude se observ6 una mayor supervivencia en el grupo de
ratones tratados con LACE via oral que fue de un 75%, de un
60% el grupo al que se le administré LACE via intraperitoneal y un
40% en el grupo tratado con taxol. Todos los animales del grupo
control murieron al final del ensayo. En el grupo control el primer
éxitus se produce unos 25 dias antes respecto a los grupos
tratados con LACE o taxol, asi cuando sucede la primera muerte
en el grupo de LACE via oral o intraperitoneal, el 50% de los
ratones controles ya han fallecido (Figura 25).

En realidad, los mecanismos biol6gicos que median la
actividad biolégica de la mayoria de las plantas todavia no se
conocen claramente. En el caso de nuestro extracto, no
conocemos si es un Unico principio activo o son varios los que
median su doble actividad. Se deberan de realizar purificaciones
del extracto LACE para identificar sus principios activos. Si
sabemos que la caléndula es rica en flavonoides y en otros

-136 -



Discusion

compuestos como terpenos. Los flavonoides presentan una amplia
variedad de propiedades biol6gicas beneficiosas: antimutagénicas,
anticarcinogénicas y antioxidantes (Kanadaswani y cols, 2005;
Hoensch y cols, 2005). Diversas plantas ricas en flavonoides se
utilizan en la medicina asiatica como agentes terapéuticos desde
hace afios, donde la incidencia de cancer de préstata, colon y
mama es menor. Trabajos in vitro con flavonoides han mostrado
un efecto antitumoral al inhibir el crecimiento del ciclo celular via
quinasas, inducir apoptosis y suprimir la secrecién de
metaloproteinasas y de la invasion tumoral. También inactivan
radicales libres y previenen la lipido-peroxidacion. Estudios in vivo
muestran que una dieta rica en flavonoides mejora la actividad
antitumoral (Kanadaswani y cols, 2005) e incluso estudios
epidemioldgicos recientes han mostrado que una dieta rica en
frutas y verduras previenen la aparicion de neoplasias intestinales
(Hoensch y cols, 2005). Un ejemplo de esta accion de los
flavonoides es el flavonoide silibinina, que ha mostrado una
inhibicion in vitro e in vivo de células de carcinoma pulmonar con
una disminucién de los efectos secundarios originados por el
tratamiento de estos tumores con doxorrubicina (Singh y cols,
2004); otro ejemplo es el isoflavonoide derivado de genistein
(fenoxodiol) que presenta un efecto antiproliferativo por induccién
de apoptosis, con un acumulo de células en fase G; (Agliero y
cols, 2005).

También la caléndula es rica en tripterpenos que han
mostrado propiedades antiinflamatorias (Akihisa y cols, 1996). El
tripterpeno mas activo es un monoéster de faradiol (Barnes y cols,
2002). Un extracto organico de Caléndula ha mostrado inhibir
incluso la replicacion del VIH (Kalvatchevty y cols, 1997).

En términos generales, en la estrategia contra el desarrollo

del céancer, el efecto que produce la mayoria de los agentes
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antineopléasicos es dafio al DNA, al aparato mitético, a las
topoisomerasas, o0 inhiben la sintesis o incorporacion de
precursores del DNA. Los puntos de control del ciclo celular
representan una buena opcién para la aplicacion de los agentes
quimioterapéuticos. El extracto de caléndula con su accién
citostatica tanto in vivo como in vitro induciendo parada del ciclo
celular en fase G; y con modificaciones de proteinas implicadas en
el ciclo celular, puede ser de gran interés en la lucha contra el
cancer. Ademas hay que destacar su accion inmunomoduladora in
Vivo e in vitro con un aumento de linfocitos y NKT, implicados en la
inmunologia tumoral. Con las dosis utilizadas en los ensayos in
vivo, no se observa ningun tipo de toxicidad ni cambio de
comportamiento en los animales y si se presenta una actividad
antitumoral semejante a citostaticos conocidos como el paclitaxel,
junto con un aumento de subpoblaciones linfocitarias. De esta
manera, este extracto de caléndula podria emplearse en un futuro
en ensayos clinicos como agente quimioterapéutico en pacientes
oncolégicos y como terapia adyuvante en pacientes con
infecciones virales o con inmunodeficiencias adquiridas como el
SIDA.
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1.- El extracto de caléndula, LACE, ha mostrado in vitro una
actividad mitogénica en linfocitos humanos de sangre
periférica, con un aumento de linfocitos TCD4+, linfocitos B y
células NKT. Este incremento de subpoblaciones linfocitarias
también fue observado en ensayos in vivo tras administrar

LACE a los animales.

2.- LACE induce in vitro una inhibicién de la proliferacion de
lineas celulares tumorales derivadas de tumores solidos y de
leucemias. Esta inhibicion llega a alcanzar practicamente un

100% en la mayoria de lineas estudiadas.

3.- El tratamiento del extracto de caléndula con laser es
necesario para alcanzar estos niveles de actividad citotoxica

in vitro en las lineas celulares tumorales.

4.- La inhibicién de la proliferacion en células tumorales se
debe a una parada del ciclo celular en la fase Go/G;y a un
aumento de la apoptosis. Por el contrario, en PBLs (linfocitos
de sangre periférica) nos encontramos que LACE produce la

reentrada en el ciclo celular de estas células.

5.- Los estudios de proteinas implicadas en la regulacion del
ciclo celular muestran que LACE produce un descenso en los
niveles de expresion de: ciclinas A, D1,y E; CDKs 1, 2y 4; y
de los factores transcripcionales, E2F-1, E2F-2 y DP-1.
Asimismo, se incrementa la cantidad de la proteina del Rb
unida al DNA.
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6.- En los ensayos in vivo se ha observado que LACE
presenta muy baja toxicidad, no siendo toxico a las dosis

terapéuticas normalmente utilizadas.

7.- En estudios de la actividad antitumoral in vivo en los
modelos murinos con ratones inmunocompetentes, B16 y
ratones atimicos, ANDO-2, LACE ha mostrado una
disminucion del crecimiento tumoral de hasta un 40% y un
60% respectivamente. Ademas, en los ratones tratados con
este extracto se encontr6 una tasas mas altas de
supervivencia, mostrando diferencias significativas con

respecto a los controles.
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